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Hoy en día, los consumidores están cada vez más preocupados por la calidad y la 
seguridad de los alimentos que llegan a la mesa. Las alertas alimentarias causadas por 
enfermedades como la encefalopatía espongiforme bovina o la presencia de residuos 
químicos en los alimentos, como por ejemplo agentes antimicrobianos u hormonas entre 
otras muchas sustancias, ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar técnicas analíticas 
rápidas y específicas que, como la PCR, permitan detectar y cuantificar una gran variedad 
de contaminantes habitualmente presentes en los alimentos. 
La agricultura ecológica ofrece una alternativa a priori más saludable que la 
convencional. Esto se debe a que los alimentos ecológicos se obtienen cumpliendo 
rigurosamente una serie de normas, entre las que cabe destacar la alta restricción en el uso 
de sustancias químicas de síntesis, como los antimicrobianos.  
A lo largo de las últimas décadas se ha hecho un uso abusivo de los agentes 
antimicrobianos tanto en medicina humana como veterinaria y esto ha llevado a un 
aumento considerable de bacterias resistentes a estos agentes. Las bacterias, portadoras de 
los genes de resistencia, contaminan de forma natural el medio ambiente y, por lo tanto, es 
fácil que lleguen al consumidor a través de la cadena alimentaria. En el caso de que las 
bacterias resistentes sean patógenas estas se vuelven más peligrosas ya que pueden reducir 
o incluso anular las opciones terapéuticas lo que, en casos extremos, puede desencadenar 
incluso la muerte del paciente. Pero en los alimentos también puede haber bacterias 
resistentes que, no carentes de importancia, son inocuas para el consumidor y pueden 
transmitir la resistencia a las bacterias comensales del organismo.  
Pese a las consecuencias que la resistencia bacteriana pueda tener en la salud, no 
existen límites en la legislación vigente ni protocolos oficiales para detectar, controlar o 
cuantificar microorganismos resistentes a agentes antimicrobianos. Sin embargo, ya hay 
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numerosos estudios que demandan una mayor investigación para el desarrollo de 
herramientas de control, no solo de patógenos, sino también de poblaciones bacterianas 
resistentes a estos fármacos debido al problema de salud pública que supone su 
propagación. 
Esta tesis doctoral pretende contribuir a esa demanda presentando un nuevo método 
de análisis por PCR en tiempo real capaz de detectar y cuantificar, de forma directa en 
alimentos, dos de los genes de resistencia a tetraciclina más frecuentes en bacterias gram 
negativas, tet(A) y tet(B).  
El trabajo se ha centrado en cuantificar por PCR las bacterias que porten estos 
genes dentro de dos tipos de población, aerobios mesófilos y enterobacterias, y en 
compararlos con los recuentos obtenidos por métodos microbiológicos. Las matrices 
alimentarias escogidas para la aplicación de este método fueron diferentes tipos de carne y 
preparados alimenticios infantiles, principalmente de origen animal. En ambos casos se 
analizaron productos tanto convencionales como ecológicos a fin de compararlos y 
verificar si, tal y como cabe esperar, los alimentos procedentes de la agricultura ecológica 
contienen menos cantidad de residuos de tetraciclinas que sus homólogos convencionales 
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3.1 Tetraciclinas 	  
3.1.1 Origen y clasificación  
 
Las tetraciclinas de primera generación son principalmente un grupo de 
antibacterianos naturales. Las primeras tetraciclinas, clortetraciclina y oxitetraciclina, se 
descubrieron a finales de los años cuarenta y se obtuvieron a partir de los Streptomyces 
aureofaciens y rimosus respectivamente. Más tarde se identificaron otras tetraciclinas 
obtenidas tanto de forma natural como la tetraciclina, producida por S. aureofaciens, S. 
rimosus y S. viridofaciens (Figura 1), o de forma semisintética, como la metaciclina. Estos 
antibióticos se han utilizado con mucha frecuencia debido a su bajo coste y alta 
disponibilidad y, actualmente, muchas bacterias presentan resistencia a estos fármacos 
(Chopra y Roberts, 2001). 
A la segunda generación de tetraciclinas pertenecen la doxiciclina y la 
minociclina. Este grupo está constituido fundamentalmente por antimicrobianos de origen 
semisintético que, además, se absorben mejor y son más lipofílicas que las anteriores. 
También existen muchas cepas bacterianas resistentes frente a este grupo (Pastor, 2011). 
Ya en la década de los noventa se descubrieron las glicilciclinas, cuyo máximo 
representante es la tigeciclina, y actualmente se engloban dentro de las tetraciclinas de 
tercera generación. Estas últimas son derivados semisintéticos de las minociclinas y son 
efectivas frente a bacterias que son resistentes a otras tetraciclinas (Parida y col., 2010). De 
hecho, la tigeciclina ha sido categorizada como de “importancia crítica” por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) en 2007 por su actividad frente a S. aureus 
multirresistentes y bacterias gram negativas en medicina humana. Además, dentro de esta 
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última generación de tetraciclinas se encuentran también las aminometilciclinas, que están 
en vías de experimentación.  
La Tabla 1 muestra una clasificación actualizada de las tetraciclinas atendiendo a su 
orden de descubrimiento.  
	  
Tabla	  1.	  Principales	  componentes	  del	  grupo	  de	  las	  tetraciclinas	  
Generación	   Nombre	  genérico	   	  
Primera	  	  
(1948–1963)	  
Clortetraciclina	   Producidas	  por	  2	  diferentes	  especies	  de	  Streptomyces.	  
Descubiertas	  a	  finales	  de	  la	  década	  de	  1940	  
Oxitetraciclina	  
	  












Derivados	  semisintéticos	  de	  las	  primeras	  
Tercera	  (1993-­‐)	   Glicilciclinas	  
(tigeciclina)	  
Derivado	  semisintético	  de	  minociclina	  
Aminometilciclinas	  	   En	  desarrollo	  experimental	  
	  Fuente:	  Vicente, D., Pérez-Trallero, E. (2010) 	  
3.1.2 Características generales 
 
Las tetraciclinas pertenecen a un grupo de antibióticos con una estructura química 
tetracíclica básica y actividad biológica común, formadas por la fusión de cuatro anillos 
bencénicos con diversos sustituyentes, que dan lugar a los diferentes compuestos de esta 
familia de antimicrobianos. Son sustancias cristalinas, ligeramente amarillas, sin olor y 
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ligeramente amargas con propiedades quelantes y capaces de formar complejos insolubles 
con sales de hierro, calcio, magnesio o aluminio. 	  
	  
Figura	  1:	  Tetraciclina	  	  
3.1.3 Mecanismo de acción  
 
Las tetraciclinas son antimicrobianos de amplio espectro activos frente a un amplio 
rango de microoganismos gram positivos y gram negativos y microorganismos atípicos 
como clamidias, micoplasmas, rickettsias y parásitos protozoos. Su actividad es 
fundamentalmente bacteriostática, aunque a altas dosis pueden mostrar una actividad 
bactericida. Las características favorables de estos agentes y la ausencia de efectos 
adversos importantes han hecho que su uso se haya extendido ampliamente en la terapia de 
infecciones tanto de humanos como de animales (Chopra y Roberts, 2001). 
Las tetraciclinas atraviesan la pared bacteriana por difusión pasiva y llegan al 
citoplasma gracias a un mecanismo dependiente de energía existente en la membrana 
citoplasmática (Tsankov y col., 2003). Su actividad antibacteriana se basa en la inhibición 
reversible de la síntesis de proteínas. Esto es debido a que se fijan a la subunidad 
ribosómica 30S bloqueando la fijación del aminoacil del ácido ribonucleico de 
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transferencia (ARNt) al sitio aceptor (A) del complejo ácido ribonucleico mensajero 
(ARNm) – ribosoma y, bloqueando a su vez la adición de nuevos aminoácidos a la cadena 
peptídica en crecimiento (Pérez-Trallero, 2003; Michalova y col., 2004) (Figura 2). 
 
 
Figura	  2.	  Inhibición	  de	  la	  síntesis	  de	  proteínas	  por	  la	  acción	  de	  tetraciclinas. 
 
3.1.4 Indicaciones clínicas 
 
Debido al desarrollo de resistencias y a la existencia de fármacos alternativos, se 
han reducido las indicaciones clínicas de las tetraciclinas. No obstante, siguen siendo 
eficaces frente a un gran número de enfermedades como la brucelosis o el cólera. Además, 
son muy activas frente a Rickettsia spp., Coxiella burnetii, Mycoplasma spp. y Chlamydia 
spp. También se usan solas o asociadas a otros antimicrobianos para el tratamiento de una 
gran variedad de enfermedades de transmisión sexual y son útiles en el tratamiento de la 
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enfermedad de Lyme, leptospirosis, acné o en el tratamiento de la gastritis y la úlcera 
péptica asociadas a Helicobacter pylori, entre otras enfermedades (Pérez-Trallero, 2003). 
 
3.1.5 Efectos adversos y contraindicaciones 
 
Las tetraciclinas son generalmente bien toleradas y actualmente tienen 
relativamente pocos efectos secundarios. Los más destacados son la intolerancia 
gastrointestinal (náuseas, vómitos, diarreas) y la fotosensibilidad. 
No deben administrarse, excepto doxiciclina y minociclina, a pacientes con 
insuficiencia renal previa y, debido a su afinidad por el tejido óseo y dental, tampoco se 
recomienda su administración a embarazadas y niños menores de 13 años. Pueden producir 
decoloración de los dientes y otras alteraciones como displasia de encías, hipoplasia dental 
o deformidades óseas.  
 
3.1.6 Uso de tetraciclinas en medicina veterinaria 
 
Los sistemas actuales de explotación intensiva de los animales de producción 
favorecen la aparición de procesos infecciosos y parasitarios que requieren tratamientos 
con agentes antimicrobianos con fines terapéuticos y/o profilácticos. En España todos los 
medicamentos veterinarios que contienen antimicrobianos son dispensados exclusivamente 
por prescripción veterinaria. 
Las tetraciclinas se han convertido en antibióticos de uso habitual en clínica 
veterinaria (Pérez-Trallero, 2003) a pesar de su prohibición como promotores del 
crecimiento desde el 1 de enero de 2006 (Reglamento (CE) 1831/2003). En Francia, la 
Introducción	  
	  8	  
práctica totalidad de las tetraciclinas que se venden están destinadas a ser utilizadas en 
medicina veterinaria (Moulin y col., 2008). 
Estos fármacos se pueden administrar a numerosas especies animales: ganado 
vacuno, porcino, ovino, caprino, equino, aves de corral, conejos, peces y en algunos 
animales de compañía (Michalova y col., 2004). En animales, su uso está indicado para el 
tratamiento de infecciones grastrointestinales, repiratorias, de la piel, del tracto génito-
urinario y/o enfermedades infecciosas sistémicas, entre otras (Prescott y col., 2000). Al 
igual que en medicina humana no se deben administrar en hembras gestantes y animales 
jóvenes ya que, además de la decoloración en los dientes, también se pueden dar 
problemas en el desarrollo óseo.  
El mal uso o el uso abusivo de este grupo de antimicrobianos ha llevado a la 
aparición de resistencias bacterianas, lo que ha limitado en buena medida su efectividad 
(Chopra y Roberts, 2001). También hay estudios recientes que afirman que la selección de 
microorganismos resistentes en el medio ambiente puede suceder con y sin la presión 
selectiva de los antimicrobianos, lo que ayuda a entender que muchos genes de resistencia 
estén tan ampliamente distribuidos y preservados en nuestro entorno (Koike y col., 2007). 
Por otra parte, cuando se administran antibióticos en medicina veterinaria, las cepas 
resistentes son seleccionadas tanto dentro de las bacterias que provocan la enfermedad 
como dentro de la población intestinal habitual del animal. Esto significa que al finalizar el 
efecto antimicrobiano, las cepas resistentes comienzan a ser reemplazadas por las cepas 
sensibles autóctonas o por las aportadas por el alimento y el ambiente. Sin embargo, la 
resistencia adquirida puede persistir más allá del período de supresión de dicho antibiótico 
(Griggs y col., 2005; Pedersen y col., 2003). 
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Según Kools y col. (2008) los agentes antimicrobianos son los más utilizados en 
medicina veterinaria y dentro de estos, las tetraciclinas son el grupo más usado. En esto 
coinciden los datos ofrecidos por el ministerio de sanidad, política social e igualdad y los 
analizados por la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), en 
colaboración con la Red Española de Monitorización de Resistencias Antimicrobianas 
(VAV) del centro de vigilancia sanitaria veterinaria (VISAVET) de la Universidad 
Complutense de Madrid (Figura 3). Además, también son los antimicrobianos más 
utilizados en otros países de la Unión Europea (UE) (Kools, 2008; Moulin y col., 2008; 
EMA, 2010). 
	  
Figura	  3.	  Datos	  de	  ventas	  de	  los	  antimicrobianos	  más	  vendidos	  en	  España	  en	  el	  año	  2009	  
(expresados	  en	  toneladas)	  	  	  
3.2 Resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos 	  
El uso de los antibióticos se extendió a partir de los años 40 con la intención de 
acabar con aquellas enfermedades producidas por microorganismos. Sin embargo, el 












adaptarse, desarrollando así diferentes mecanismos que les otorgaban resistencia frente a 
estos fármacos (Daza Pérez, 1998).  
La farmacorresistencia o resistencia a los antimicrobianos es “el fenómeno por 
el cual un microorganismo deja de verse afectado por un antimicrobiano al que 
anteriormente era sensible. Los microorganismos resistentes (entre ellos las bacterias, los 
virus y algunos parásitos) son inmunes a los efectos de los antimicrobianos, como los 
antibióticos, los antivíricos o los antipalúdicos, de modo que los tratamientos habituales se 
vuelven ineficaces y las infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas. La 
resistencia es una consecuencia del uso de los antimicrobianos, y en particular de su abuso, 
y surge por mutación del microorganismo o adquisición de genes de resistencia” (OMS, 
2012).  
Existen dos tipos de resistencias mediadas por microorganismos: 
- Algunas bacterias presentan una insensibilidad natural frente a determinados 
antimicrobianos, debido a la carencia de un punto de acción sobre el cual el agente 
ejercería su acción. Esta es la conocida como resistencia intrínseca. Es una característica 
natural y heredada que se asocia con la mayoría de las cepas que constituyen un grupo, un 
género o una especie de bacteria particular. Un ejemplo es la Klebsiella spp., que presenta 
una resistencia intrínseca a la ampicilina. 
- La resistencia adquirida se da como consecuencia de variaciones en la dotación 
genética habitual de los microorganismos. A diferencia de la anterior, esta puede ser un 
rasgo asociado con algunas cepas de un mismo grupo o especie de microorganismos pero 
no con otras. Los métodos de adquisición son básicamente los mismos que permiten el 
intercambio genético, por lo que la resistencia puede adquirirse de forma espontánea, por 
mutación del cromosoma bacteriano, o por adquisición de genes de otros microorganismos, 
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por medio de mecanismos de transferencia genética. Esto es debido a que los plásmidos 
que transportan genes de resistencia se transmiten fácilmente por conjugación o por 
transducción, tanto por herencia vertical, a las bacterias descendientes, como por herencia 
horizontal, entre organismos de la misma generación (Forbes y col., 2009). 
La gran mayoría de los mecanismos de resistencia pueden agruparse en tres 
categorías: -­‐ La inactivación enzimática consiste en la inactivación o destrucción de los 
antimicrobianos por medio de las enzimas que tienen los 
microorganismos. -­‐ Modificaciones en el punto de acción sobre el que actúa el agente 
antimicrobiano. -­‐ Alteraciones de la permeabilidad, lo que dificulta la penetración o 
acumulación de los antimicrobianos en el interior de la célula bacteriana. 
Dentro de este mecanismo se pueden incluir tres tipos: 
o Alteraciones de las membranas bacterianas. Este mecanismo se da 
frecuentemente en microorganismos gram negativos, donde la 
membrana externa de la envoltura celular, rica en lípidos, es 
impermeable a sustancias lipofílicas. 
o Alteraciones en la entrada de antibióticos dependientes de energía. 
o Aumento de la salida de antibióticos. La resistencia por eflujo es un 
mecanismo inespecífico por el cual se exportan determinadas moléculas 
desde el citoplasma hacia fuera de la membrana externa. Este 
mecanismo se afecta a diferentes grupos de antimicrobianos como las 
tetraciclinas, entre otros. 
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Cabe destacar que las bacterias pueden tener varios tipos de mecanismos para 
resistir a un solo agente, y que un solo mecanismo puede ejercer su efecto frente a varios 
tipos de antimicrobianos (Vadillo, S., 2002). 
 
3.2.1 Resistencia bacteriana a tetraciclinas y genes tet 
 
El uso de tetraciclinas en clínica ha sido el responsable de la selección de 
microorganismos resistentes a estos fármacos (Chopra y Roberts, 2001). Ya en 1953, 
pocos años más tarde del descubrimiento de la primera tetraciclina, se aisló la primera 
bacteria resistente a esta (Watanabe, 1963; Falkow, 1975). Desde entonces se han 
identificado muchas cepas resistentes y es frecuente observar determinantes de resistencia 
a tetraciclina en el material genético de la flora bacteriana autóctona de humanos, 
animales, así como de alimentos y diversas fuentes medioambientales (Michalova y col., 
2004). 
La disminución en la acumulación intracelular de tetraciclinas por bombeo activo 
asociado a la membrana (achique o eflujo) es un mecanismo que puede conferir 
resistencia a tetraciclina de forma natural o adquirida a un numeroso grupo de bacterias 
(Figura 4). Todos los genes tet de eflujo codifican proteínas Tet asociadas a membranas 
que expulsan tetraciclinas de la célula. Estas proteínas de eflujo, de aproximadamente 46 
kDa, están localizadas en la membrana citoplasmática y funcionan intercambiando 
protones por complejos magnesio-tetraciclina monocatiónicos, disminuyendo la 
concentración intracelular del fármaco y protegiendo de esta manera los ribosomas. 
Otro mecanismo frecuentemente involucrado en la resistencia adquirida se debe a 
proteínas de protección ribosomal que permiten actuar al aminoacil-ARNt en presencia de 
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concentraciones de antibiótico que normalmente inhibirían la síntesis de estas. Estos dos 
son los mecanismos más frecuentes en el caso de resistencia a tetraciclinas y, en la mayoría 
de las bacterias, están basados en la adquisición de uno o varios genes de resistencia 
(Michalova y col., 2004), pero también existen otros mecanismos de resistencia como 
pueden ser la inactivación enzimática del antibiótico, permeabilidad de la pared bacteriana 
o sistemas transportadores de fármacos. La transmisión horizontal de esta característica se 
ve favorecida por la ubicación de los genes de resistencia que, en muchos casos, se asocia 
a integrones o a elementos móviles como plásmidos y transposones. Los genes implicados 
en la resistencia a tetraciclina son los tet y los otr. (Pérez-Trallero, 2003).  
 
Figura	  4.	  Bombeo	  de	  antibiótico	  al	  exterior	  de	  la	  célula	  a	  través	  de	  una	  bomba	  de	  eflujo.	  
 
Existen treinta y ocho genes de resistencia a tetraciclina, veintitrés de los cuales 
codifican para bombas de eflujo, mientras que para la protección ribosomal existen once 
(Roberts, 2005). El resto de genes están involucrados en otros mecanismos de resistencia. 
La mayoría de las proteínas de eflujo confieren resistencia a tetraciclina pero no a 
minociclina o glicilciclinas. De los genes tet existentes en gram negativos, el tet(B) es el 
más ubicuo y se ha identificado en veinte géneros diferentes de este tipo de 
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microorganismos. Además es el único gen de eflujo que es efectivo frente a tetraciclina y 
también frente a minociclina (Chopra y Roberts, 2001; Michalova y col., 2004).  
Los genes tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(I), tet(J), tet(Y), 
tet(30) y tet(31) se encuentran exclusivamente en gram negativos y la mayoría de estos 
géneros pertenecen al grupo de bacterias entéricas (Chopra y Roberts, 2001). En la 
bibliografía científica, tet(A) y tet(B) se perfilan como los genes tet más frecuentes en 
bacterias gram negativas, especialmente en enterobacterias (Fan y col., 2007). Algunos 
ejemplos de esto son los trabajos de investigación llevados a cabo por numerosos autores 
en cepas aisladas, generalmente Escherichia coli, a partir de diferentes animales 
productores de alimentos (Sengeløv y col., 2003; Bryan y col., 2004; Smith y col., 2007). 
Sin embargo, estos estudios ofrecen una visión parcial de la realidad, ya que habitualmente 
solo seleccionan una o varias especies bacterianas atendiendo a su origen (muestras 
clínicas, estiércol, etc.), su patogenicidad (E. coli, Enterococcus faecalis, etc.) o su 
capacidad de crecer en presencia de tetraciclina, en lugar de investigar la resistencia a 
tetraciclina desde una perspectiva global. De hecho, esto ha sido demandado por diversos 
autores, ya que las bacterias comensales actúan como reservorio para los genes de 
resistencia a tetraciclinas y a otros antibióticos en patógenos humanos. Por lo tanto, el 
estudio de estos microorganismos también es muy importante para entender cómo se 
mantiene y se dispersa la resistencia a antibióticos a través de las diferentes poblaciones 
bacterianas (Bryan y col., 2004; Chopra y Roberts, 2001; Hölzel y col., 2011). 
Desde este punto de vista, este trabajo se ha centrado en investigar la presencia, 
cantidad y distribución de los genes tet(A) y tet(B) en poblaciones bacterianas de aerobios 
mesófilos y enterobacterias encontradas en carnes de distintas especies animales, así como 
en preparados infantiles de origen animal y vegetal. 
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3.2.2 Riesgos de resistencia a los antimicrobianos transmitida por los alimentos 
 
Durante años se ha investigado la aparición y propagación de bacterias resistentes 
asociadas al uso de antimicrobianos. La Organización de las Naciones Unidas para la 
Agricultura y la Alimentación (FAO), la Organización Mundial de la Sanidad Animal 
(OIE), y la OMS, han evaluado los problemas de salud pública derivados del uso de estas 
sustancias en los animales productores de alimentos. El hecho de que se usen 
prácticamente los mismos antibacterianos en seres humanos que en animales y que haya 
pocos antibióticos nuevos para sustituir a los que se han vuelto ineficaces debido a las 
resistencias, ha creado la necesidad de tomar medidas para prevenir o contener la 
resistencia a los antimicrobianos. Entre ellas están el uso prudente de los agentes 
antimicrobianos, vigilar el uso de estos en animales de producción, vigilar la aparición de 
resistencias o establecer nuevas normas como la prohibición del uso de antimicrobianos 
como promotores de crecimiento (INFOSAN, 2008). 
La resistencia a los antimicrobianos es un motivo de preocupación mundial a nivel 
de salud pública. Cuando los microorganismos patógenos se hacen resistentes se vuelven 
más peligrosos, ya que se reducen las opciones terapéuticas o fracasan directamente, lo que 
puede desembocar en una mayor frecuencia y gravedad de las infecciones así como en una 
mayor hospitalización e incluso mortalidad. El uso de agentes antimicrobianos en animales 
productores de alimentos o cultivos constituye un factor de riesgo importante para la salud 
del consumidor.  
Según las directrices de la Comisión del Codex Alimentarius (2011), en un perfil de 
riesgo de resistencia a los antimicrobianos trasmitida por alimentos debe evaluarse toda la 
información posible relativa a los microorganismos resistentes y sus genes de resistencia, 
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los antimicrobianos frente a los que se expresa la resistencia, los productos alimentarios y 
los efectos adversos sobre la salud pública. De este modo se pueden determinar las 
estrategias apropiadas a fin de minimizar los riesgos que, en relación con la resistencia a 
antimicrobianos, puedan afectar a la salud pública. 
 
3.3 Residuos de antimicrobianos en alimentos 
 
El uso de antimicrobianos en animales productores de alimentos ayuda en el 
tratamiento, prevención y control de enfermedades infecciosas. Sin embargo, esta práctica 
conlleva ciertos riesgos relacionados con la salud pública. Esto es debido a que los 
fármacos, una vez metabolizados por el organismo, pueden ser eliminados al medio 
ambiente, principalmente por heces u orina, o también pueden acumularse en diferentes 
tejidos del animal. En ocasiones, estos metabolitos todavía tienen actividad farmacológica 
pudiendo producir efectos negativos para el consumidor como reacciones alérgicas, 
intoxicaciones o el desarrollo de resistencias a estas sustancias, entre otros (Anthony y col. 
2001). De hecho, existe una estrecha relación entre el uso de antimicrobianos en animales 
y la aparición de bacterias resistentes a estos fármacos, tanto en los propios animales como 
en los humanos que se alimentan de ellos. (Tollefson y Karp, 2004; Nunnery y col., 2006; 
Collignon y col., 2009). 
Los metabolitos excretados por los animales pueden contaminar suelos y aguas 
directamente o en forma de estiércol que sirve como abono para los suelos agrícolas, lo 
que facilita que se incorporen en la cadena alimentaria (Díaz-Cruz y Barceló, 2006; 
Kemper, 2008; Dinh y col., 2011). Este hecho preocupa especialmente a los organismos 
internacionales ya que tienen el objetivo garantizar a los consumidores la inocuidad de los 
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alimentos. Así, la Comisión del Codex Alimentarius (2010) ha propuesto una mejora en la 
gestión de residuos para limitar la difusión de microorganismos resistentes y determinantes 
de resistencia controlando el uso apropiado de los desechos humanos y animales (aguas 
residuales, estiércol, biosólidos, etc.) en los campos para la producción de alimentos y 
piensos. 
 El límite máximo de residuos (LMR) se define en el Reglamento (CE) nº 
470/2009 como “la concentración máxima de residuo de una sustancia 
farmacológicamente activa (expresada en mg/kg o µg/kg sobre la base del peso en fresco) 
que puede permitirse en los alimentos de origen animal”. Este Reglamento establece que 
residuos de sustancias farmacológicamente activas son aquellas sustancias activas, 
excipientes o productos de degradación y sus metabolitos que permanezcan en los 
alimentos obtenidos a partir de animales, y animales productores de alimentos aquellos 
criados, mantenidos, sacrificados o recogidos con el fin de producir alimentos. Así, el 
Reglamento (UE) nº 37/2010 establece los LMR para cada especie animal (vacuno, 
porcino, ovino, etc.) y para cada producto en particular (músculo, leche, etc.) (Tabla 2). 
  
Tabla	   2.	   Límites	  Máximos	   de	  Residuos	   (LMR)	   establecidos	   en	   el	   Reglamento	   (UE)	   nº	  



































3.4 La carne 
 
La carne puede formar parte de una dieta equilibrada ya que, desde un punto de 
vista nutricional, es un producto que aporta valiosos nutrientes como proteínas de alto 
valor biológico, grasas, vitaminas, minerales y micronutrientes necesarios para el 
crecimiento y desarrollo de nuestro organismo. A pesar de su precio, estas características 
nutricionales y sus cualidades organolépticas, la convierten en uno de los alimentos más 
demandados por los consumidores. 
 
3.4.1 Producción y consumo de carne 
 
El consumo de carne per cápita es elevado en los países industrializados, mientras 
que en los países en desarrollo es a menudo insuficiente y con frecuencia su bajo consumo 
es causa de subnutrición y malnutrición. Sin embargo, según las previsiones de la FAO, la 
producción mundial de carne se habrá duplicado para el año 2050 a expensas, sobre todo, 
de estos países en vías de desarrollo. 
Las fuentes más frecuentes de suministro de carne son las especies de animales 
domésticos como el ganado vacuno, los cerdos y las aves de corral. De estas, la carne de 
cerdo es la más consumida, lo que supone un 36% de la ingesta mundial de carne, seguida 
de la carne de aves de corral y de vacuno, con aproximadamente un 33% y un 24%, 
respectivamente (FAO, 2013). Hay que observar que el uso y consumo de las diferentes 
especies animales varían también en función de preferencias culturales y creencias 
religiosas. 
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En España, a pesar de la crisis económica de los últimos años, el consumo de carne 
fresca se ha ido recuperando y en el año 2012 ha crecido paulatinamente, lo que se debe 
principalmente a un incremento en el consumo de carne de ave. Tanto es así que la carne 
fresca más consumida a principios de 2012 fue la de pollo, seguida de la de porcino y en 
tercer lugar la de vacuno (Tabla 3). Estos datos coinciden con los ofrecidos por la FAO 




Tabla	   3.	   Cantidad	   (expresada	   en	   toneladas	   (t))	   y	   valor	   de	   la	   carne	   consumida	   en	  
España	  en	  el	  primer	  trimestre	  de	  2012	  (expresada	  en	  millones	  de	  euros	  (mill.	  €))	  	  










	   	   	   	  





















Congelada	   21.173	   8,3	   94,07	   -­‐6,5	  
Transformada	   142.649	   3,8	   1.145,79	   3,6	  
Total	   632.456	   2,3	   3.897,75	   1,5	  




Tabla	  4.	  Producción	  mundial	  de	  carne	  
Panorama	  del	  mercado	  mundial	  de	  la	  carne	  






2012	  a	  2011	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Millones	  de	  toneladas	  %	  
BALANZA	  MUNDIAL	  
Producción	  
	  	  	  Carne	  de	  bovino	  
	  	  	  Carne	  de	  ave	  
	  	  	  Carne	  de	  cerdo	  





















Fuente:	  FAO,	  2012 
 
3.5 La agricultura ecológica 
 
La agricultura ecológica, orgánica o biológica, es un sistema general de gestión 
agrícola y producción de alimentos basado en una normativa rigurosa y unas técnicas 
agrarias específicas que excluyen normalmente el uso, en la agricultura y ganadería, de 
productos químicos de síntesis como fertilizantes, plaguicidas, antibióticos, etc. La 
finalidad es, por un lado, preservar el medio ambiente, el bienestar animal y el desarrollo 
rural y, por otro, proporcionar alimentos de máxima calidad con todas sus propiedades 
naturales a un mercado específico que responde a la demanda de los consumidores.  
Todo esto supone que certificar una explotación agraria como ecológica añade más 
valor a su producción al ofrecer alimentos saludables, de calidad y cuya producción es 
respetuosa con el medio ambiente. El logotipo de la agricultura ecológica de la UE (Figura 
5) es obligatorio desde el 1 de julio de 2010 para todos los alimentos preenvasados 
procedentes de la agricultura ecológica (Reglamento (UE) Nº 271/2010) y ofrece a los 
consumidores plenas garantías de que el origen y la calidad de los alimentos y bebidas 
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cumplen los requisitos establecidos en la normativa europea sobre agricultura ecológica. 
Existen autoridades de control públicas y organismos de certificación privados que 
se encargan de realizar controles para asegurar que los alimentos ecológicos se producen 
bajo una ética rigurosa y respeto por la naturaleza. Así, los productos ecológicos envasados 
pueden ir acompañados del sello que otorga dicho organismo de control correspondiente 
con su comunidad autónoma. A este respecto, el C.R.A.E.GA es el organismo de control y 
certificación de la agricultura ecológica de Galicia y significa Consello Regulador de 
Agricultura Ecológica de Galicia (Figura 6). 
 
 
Las organizaciones internacionales, los gobiernos y otras entidades públicas se 
preocupan del bienestar de la sociedad en su conjunto y de cada individuo en particular. En 
este sentido, es frecuente ver campañas publicitarias que, a través de diferentes canales, 
informan a la población sobre los beneficios de practicar hábitos de vida saludables o el 
respeto al medio ambiente. En los alimentos procedentes de la agricultura ecológica se 
aúnan estos dos conceptos y, paulatinamente, se está creando una tendencia al alza en 
relación al consumo de estos productos. Así lo refleja la Comisión Europea, cuyos estudios 
estiman que el mercado de productos ecológicos está creciendo a un ritmo del 10-15% por 
año, y que la aportación de los productos ecológicos al total del mercado alimentario de los 
Figura	  6.	  Sello	  del	  Consello	  Regulador	  de	  




Estados Miembros de la UE experimentó incrementos del 0,5% al 4% entre 1997 y 2006 
(Comisión Europea, 2013).  
En España, la agricultura ecológica está regulada desde 1989 y actualmente se rige, 
entre otras normativas, por el Reglamento del Consejo (CE) 834/2007, relativo a la 
producción y etiquetado de los productos ecológicos y por el que se deroga el Reglamento 
(CEE) 2092/1991, y por el Reglamento de la Comisión (CE) 889/2008, con normas 
detalladas sobre la producción ecológica, su etiquetado y su control. 
En este país existen buenas condiciones para el desarrollo de este tipo de 
agricultura por su favorable climatología y los sistemas extensivos de producción que se 
aplican en un gran número de cultivos. En lo que respecta a la producción animal, la 
conservación de un patrimonio genético importante de razas autóctonas, de gran rusticidad 
en su mayoría y adaptadas al medio, favorece su cría y explotación en régimen extensivo. 
Estas razas resisten mejor las enfermedades, lo que evita problemas sanitarios asociados 
con frecuencia a las razas utilizadas en la cría intensiva (Ministerio de Agricultura, 
Alimentación y Medio Ambiente (MAGRAMA), 2013). 
 
3.5.1 Requisitos para la producción ganadera ecológica en la UE 
 
La ganadería ecológica está sometida a rigurosas normas que no pierden de vista el 
bienestar animal y el respeto al medio ambiente. En este sentido, el Reglamento (CE) Nº 
834/2007 establece unos requisitos determinados de producción ganadera en lo relativo al 
origen de los animales, a las prácticas pecuarias y condiciones de estabulación, a la 
reproducción, a la alimentación, a la prevención de enfermedades y a limpieza y 
desinfección. De entre estos requisitos, en lo que concierne a este trabajo, cabe destacar los 
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siguientes: 
- El ganado ecológico debe nacer y haber sido criado en explotaciones ecológicas a 
lo largo de toda su vida y, a rasgos generales, este debe estar separado de otros tipos de 
ganado. 
- Dado que la agricultura ecológica es una actividad vinculada al suelo, el ganado 
ecológico debe tener, siempre que sea posible, acceso permanente a áreas al aire libre, 
preferiblemente pastizales, y el número de animales será limitado para minimizar el 
sobrepastoreo y el deterioro y contaminación del suelo causada por los animales o el 
esparcimiento de sus excrementos. 
- La alimentación del ganado debe hacerse con piensos ecológicos a fin de cubrir 
las necesidades nutricionales de los animales en las distintas fases de su desarrollo y 
también tendrá acceso permanente a pastos y forrajes.  
- Deben respetarse las normas de bienestar animal y las necesidades del 
comportamiento inherentes a cada especie, mientras que la atención veterinaria debe 
basarse en la prevención de enfermedades. En este aspecto, son importantes la elección de 
las razas y las estirpes, las prácticas pecuarias, los piensos de alta calidad y el ejercicio, así 
como que las cargas ganaderas sean las adecuadas y que la estabulación sea la apropiada y 
esté en buenas condiciones higiénicas.  
- En caso de enfermedad los animales se tratarán de forma inmediata y 
preferiblemente con productos fitoterapéuticos, homeopáticos o de otro tipo, dejando en 
última instancia el tratamiento con medicamentos alopáticos de síntesis, incluidos los 
antibióticos. Para estos el Reglamento 889/2008 ha establecido un período de supresión 
que duplica el establecido para los animales criados de forma no ecológica. 
Los productos ecológicos procesados deben someterse a métodos que garanticen la 
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integridad ecológica y las calidades esenciales del producto durante todas las etapas de la 
cadena de producción. 
En el caso de los preparados ecológicos destinados a niños de corta edad, solo 
podrán etiquetarse como ecológicos cuando todos o la mayor parte de los ingredientes de 
origen agrario sean ecológicos (Reglamento 834/2007).  
Todas estas medidas están encaminadas a la obtención de una amplia variedad de 
productos ecológicos que cada año demandan más consumidores. De hecho, en la Unión 
Europea se ha notado un incremento en la participación de los estados miembros y solo en 
España ha pasado de 4.235 hectáreas a casi 2 millones desde 1991 a 2011 (MAGRAMA, 
2012). La producción ganadera ecológica aún se encuentra poco desarrollada, pero cada 
año son más los productores dedicados a la producción de alimentos ecológicos 
procedentes de distintas especies animales (Figura 7).  
 
	  
Figura	  7.	  Porcentaje	  de	  explotaciones	  ganaderas	  ecológicas	  según	  la	  producción	  en	  el	  año	  2011	  
(MAGRAMA,	  2012) 
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3.6 Alimentación infantil 
 
La leche materna suministra todos los nutrientes necesarios para satisfacer las 
necesidades totales de un bebé hasta los seis meses de edad y al finalizar ese período esta 
ya no es suficiente por sí sola, por lo que es preciso dar al lactante alimentos 
complementarios a base de preparados que le proporcionan, en las cantidades adecuadas, la 
energía y los nutrientes indispensables para garantizar su crecimiento y desarrollo 
(Latham, 2002). 
Así, en base a la alimentación de los niños, es importante diferenciar el período de 
crecimiento. La Directiva 2006/125/CE, relativa a los alimentos elaborados a base de 
cereales y alimentos infantiles para lactantes y niños de corta edad, define como 
“lactantes” a los niños que tienen menos de doce meses, y como “niños de corta edad” a 
los niños entre uno y tres años de edad.  
Por otra parte, también define “alimentos infantiles” como aquellos alimentos 
distintos de los elaborados a base de cereales. El análisis de este tipo de alimentos 
constituye uno de los objetivos de este trabajo debido a la relación directa que tienen con la 
salud de los niños de corta edad y, así, nos referiremos indistintamente a estos alimentos 
como “alimentos infantiles”, “preparados infantiles”, “alimentos para niños de corta edad” 
o “preparados para niños de corta edad”.  
 
3.6.1 Elaboración de preparados infantiles 
 
La carne que se utiliza en el proceso de producción de preparados infantiles, se 
corta en piezas de 100 g aproximadamente, y se precocina durante aproximadamente 30 
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minutos. Posteriormente se pretritura y la masa resultante, pastosa y todavía con trozos de 
carne sin deshacer totalmente, se deposita inmediatamente en un tanque de mezclado. 
Por otra parte, las hortalizas, frescas o congeladas, se clasifican cuidadosamente y 
se lavan y, a continuación, son trituradas, calentadas y transportadas a un tanque de 
mezclado, al igual que la carne. 
En el tanque de mezclado, se procede a agregar los condimentos necesarios como, 
por ejemplo, azúcar, jarabe de maíz, polvo de almidón, extractos de levadura, proteínas 
vegetales, etc. La adición de estos condimentos dependerá de los preparados que se quieran 
elaborar.  
Es importante resaltar que durante el proceso de preparación en el tanque, la 
temperatura no debe bajar nunca de los 90ºC. 
Una vez realizada la mezcla, esta se bombea para ser triturada, emulsificada y 
homogeneizada y, a continuación, se quita el aire del producto para, de este modo, prevenir 
oxidaciones y cambios en el sabor, aroma o color. 
La siguiente etapa consiste en una pasteurización, la cual calienta el alimento sin 
daños de quemado hasta una temperatura de 91ºC. Realizada dicha operación, el producto 
se envasa en tarros de cristal y estos son finalmente esterilizados (Bartholomai, 1991). 
 
3.6.2 Consecuencias del uso de antimicrobianos en niños 
 
Los lactantes y los niños tienen más riesgo que los adultos de padecer infecciones 
bacterianas y las opciones de tratamiento están más limitadas. Una de las causas es que el 
sistema inmunológico de los niños todavía no está suficientemente preparado para 
combatirlas al no tener todos los anticuerpos necesarios para ello. Otro motivo es que, 
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debido a sus comportamientos y actividad diaria, los niños se encuentran constantemente 
expuestos a contraer infecciones. Finalmente, existen diferencias metabólicas entre adultos 
y niños que hacen que algunos medicamentos sean poco seguros para estos (Shea y col., 
2001). Si a esto le añadimos la creciente resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos el 
resultado es la reducción en gran medida de las opciones terapéuticas para este colectivo.  
Por otra parte, tal y como se ha dicho anteriormente, los antibióticos pueden tener 
efectos adversos en la salud humana y, en relación al uso de tetraciclinas se sabe que 
administradas a niños menores de 9 años, (incluso en la segunda mitad de gestación y 
lactantes) ocasionan alteraciones en el color de los dientes y/o malformaciones en el 
esmalte (Cubas, 2005). Otros efectos derivados de uso en niños es la fotosensibilidad, la 
alteración de la microbiota intestinal (crecimiento excesivo de estafilococos), diarreas y/o 
colitis y también puede provocar abultamiento reversible de las fontanelas en los neonatos 
(Lilley. A., 2000). Además, estudios recientes demostraron que la exposición a agentes 
antimicrobianos en edades muy tempranas están relacionadas con incrementos 
considerables en la masa corporal, lo que podría contribuir al aumento del sobrepeso y de 
la obesidad infantil (Trasande y col., 2012). 	  
 
3.7 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 
A finales de los años 80 Kary Mullis desarrolló una técnica genética consistente en 
producir in vitro múltiples copias de un fragmento de ADN específico, incluso en 
presencia de otras muchas moléculas de ADN. Esta técnica que ha revolucionado el mundo 
de la biología molecular es la Reacción en Cadena de la Polimerasa o PCR (del inglés 
Polymerase Chain Reaction). Hoy en día, ha adquirido una gran importancia en ciencias 
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biológicas y biomédicas, pero también tiene muchas otras aplicaciones diferentes. Una de 
ellas es en la industria alimentaria, donde se utiliza con frecuencia como herramienta de 
control para garantizar la trazabilidad de los alimentos, conocer su composición o para 
detectar en ellos la presencia de diferentes microorganismos de interés higiénico-sanitario.	  	  
La PCR consiste en la repetición cíclica de tres etapas (Figura 8) (McPherson y 
Møller, 2006):  
- Desnaturalización: el molde de ADN bicatenario se desnaturaliza por 
temperaturas superiores a 90ºC, generalmente 94ºC, entre 2 y 5 minutos, para separar las 
dos cadenas complementarias.  
- Alineación: La reacción alcanza rápidamente la temperatura idónea que permite a 
los oligonucleótidos cebadores (o “primers”) unirse a cada una de las cadenas del ADN 
molde. Esta temperatura es variable (entre 40 y 72ºC) y depende de la composición de las 
bases y del tamaño de los cebadores, lo que es importante para controlar la especificidad 
de la reacción. En esta etapa, la enzima ADN polimerasa se activará para permitir la 
extensión de la cadena en cuanto se hayan alineado los cebadores.  
-Extensión: Una subida de la temperatura, generalmente a 72ºC, permitirá la 
síntesis de ADN mediante la ADN polimerasa.  
Después del primer ciclo (desnaturalización, alineación y extensión) se obtienen 
dos réplicas del fragmento de ADN original, de tal forma que estas copias sirven de molde 
para las subsiguientes y así, el número de moléculas aumenta exponencialmente. Es decir 
que al final de n ciclos el número de copias de ADN por cada secuencia será de 2n. 
Habitualmente, estos ciclos se repiten entre 25 y 40 veces y posteriormente suele haber una 
fase de extensión a 72ºC para garantizar que los productos de PCR estén completos. 
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Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador, que permite 
amplificar el ADN de forma programada, controlando de forma precisa y específica la 
temperatura y el tiempo necesarios para cada reacción. La detección de los productos de la 
PCR se realiza normalmente mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 
 
Figura	  8.	  Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  
 
Además, es importante tener en cuenta que las técnicas basadas en el ADN son 
especialmente útiles cuando se analizan productos sometidos a tratamientos térmicos 
intensos, debido a la estabilidad del ADN en dichos procesos (Kangethe y col., 1986; 
Kesmen, Z., 2012). Esto es particularmente importante en la industria alimentaria, en 
donde los alimentos son sometidos con frecuencia a procesos físicos, químicos, térmicos o 
a altas presiones, lo que no supone un impedimento para su posterior análisis en el 




3.7.1 PCR cuantitativa en tiempo real 
 
La PCR en tiempo real (RT-qPCR) o PCR cuantitativa (qPCR) es una 
modificación de la PCR que se utiliza para amplificar y detectar una región específica de 
ADN y cuantificar los productos resultantes al mismo tiempo que se desarrolla la reacción. 
Esto es posible gracias a que los termocicladores diseñados para RT-qPCR, incorporan un 
lector de fluorescencia que permite conocer la cantidad de ADN sintetizado en el mismo 
momento en que la muestra emite la señal fluorescente, ya que la emisión de fluorescencia 
producida en la reacción es proporcional a la cantidad de ADN formado (Fonseca 
Mendoza y col., 2010). 
La fluorescencia evaluada es la que se produce durante la fase de crecimiento 
exponencial y el ciclo de PCR en el que se produce se denomina Ct (Threshold cycle) 
(Figura 9). Este valor está relacionado con la cantidad de ADN de partida y será menor 
cuanto mayor sea la señal de fluorescencia, es decir, cuantas más copias haya del ADN 
diana. 
 
Figura	  9.	  Esquema	  de	  una	  curva	  de	  amplificación	  en	  una	  reacción	  de	  RT-­‐qPCR	  (Applied	  
Biosystems	  –	  Relative	  Quantification	  Getting	  Started	  Guide	  for	  7000	  v1.1	  27) 
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Los ensayos en los que se analizan secuencias específicas mediante RT-qPCR, usan 
sondas marcadas con fluorocromos. Para la realización de este trabajo se ha utilizado la 
sonda de hidrólisis TaqMan® (en adelante Taqman), que es un oligonucleótido marcado 
con dos fluorocromos en sus extremos y que es capaz de hibridar en regiones internas y 
específicas de la secuencia de ADN diana. El fluorocromo donador está situado en el 
extremo 5´ y se llama “reporter” (o reportero) y el fluorocromo aceptor del extremo 3´ 
recibe el nombre de “quencher” (o extintor). Cuando la sonda está intacta, la proximidad 
entre donador y aceptor provoca un fenómeno denominado FRET (transferencia de energía 
de resonancia de Förster o transferencia de energía de resonancia fluorescente) que se 
traduce en que el fluorocromo extintor inhibe la emisión de fluorescencia del reportero. En 
el transcurso de la reacción, la sonda se une a su secuencia diana cuando esta se encuentra 
presente en la reacción. Durante la extensión de la cadena, la actividad 5´ exonucleasa de 
la enzima Taq ADN polimerasa provoca la liberación del fluorocromo reportero del 
extremo 5´ de la sonda y al separarse del extintor comienza a emitir fluorescencia (Figura 
10). Cuanto mayor es la cantidad de producto generado, mayor es la cantidad de sondas 
que hibridan en la secuencia diana y que liberan al pigmento reportero durante la reacción, 
por lo tanto, la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de amplicón 
generado.  
En este trabajo se han utilizado sondas Taqman MGB, que incluyen una molécula 
llamada MGB (Minor Groove Binder) que se une al surco menor del ADN y que otorga a 
la sonda una mayor estabilidad y especificidad durante la hibridación a la secuencia diana. 
También utilizan un “quencher” no fluorescente (NFQ) que actúa como un aceptor de 
transferencia de energía del reportero, pero que no emite una señal fluorescente detectable 
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por sí misma. Esto permite obtener una señal más limpia que facilita la interpretación de 
los datos (Rodríguez y col., 2003). 
 
 
Figura	   10.	   El	   “reporter”	   y	   el	   “quencher”	   están	   unidos	   en	   la	   sonda	   y	   no	   hay	   emisión	   de	  
fluorescencia.	   La	   enzima	   Taq	   polimerasa	   corta	   la	   sonda	   fluorescente	   durante	   cada	   ciclo	   de	  
amplificación,	  aumentando	  la	  emisión	  de	  fluorescencia	  al	  liberar	  el	  “reporter”.	  
 
 
Hasta el momento, han sido muchos y muy diferentes los estudios publicados 
acerca de la resistencia a antimicrobianos analizada mediante PCR cuantitativa pero, en 
general, la detección o cuantificación de genes de resistencia se hace a partir de 
aislamientos de un solo microorganismo indicador o patógeno como, por ejemplo, E. coli 
en muestras fecales humanas, porcinas o de otras especies animales (Schwaiger y col., 
2010; Bryan y col., 2004), en alimentos de origen animal (Jouini y col., 2009), 
Campylobacter spp. en muestras de carne convencional y ecológica (Young y col., 2009) o 
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Leuconostoc mesenteroides en productos cárnicos (Elizaquível y col., 2008). Sin embargo, 
este trabajo se ha enfocado hacia la detección y cuantificación directa de genes de 
resistencia a tetraciclinas en poblaciones bacterianas de enterobacterias y aerobios 
mesófilos a partir de muestras de carne convencional, ecológica y a partir de preparados 
infantiles para bebés y niños de corta edad.  
 
3.7.2 Ventajas de la RT-qPCR  
 
La RT-qPCR, además de proporcionar información cuantitativa, como ya se ha 
comentado anteriormente, presenta otra serie de ventajas frente a la PCR tradicional: 
- Es una técnica más rápida ya que durante la reacción solo emplea dos etapas por 
ciclo, mientras que la PCR convencional necesita tres. Esto es debido al pequeño tamaño 
de los amplicones (entre 50 y 150 pb), ya que el tiempo invertido en pasar entre las fases 
de unión de los cebadores y de desnaturalización es suficiente para copiar la secuencia 
diana.  
- El hecho de que los amplicones sean tan pequeños confiere al ensayo una mayor 
eficiencia ya que permite detectar el ADN diana incluso en muestras muy degradadas.  
- La PCR cuantitativa emplea el Ct como medida fiable del número de copias 
inicial de ADN diana en la muestra en lugar de medir el producto acumulado a tiempo 
final. 
- Es una técnica muy sensible y por tanto es capaz de analizar muestras con muy 
poca cantidad de ADN. 
- No requiere elaboración, tinción y visualización de geles de agarosa, lo que 
también la convierte en una técnica más segura que la PCR tradicional y reduce el riesgo 
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de contaminación de la muestra. 
- Es una técnica muy específica debido a la incorporación de un tercer 
oligonucleótido, la sonda marcada con los fluorocromos. 
 
3.8 Ensayo receptor para la determinación de tetraciclinas 
 
Es frecuente encontrar trabajos en los que la detección de tetraciclinas se lleva a 
cabo por cromatografía líquida o espectrometría de masas, pero estos métodos son 
complicados, laboriosos y caros. 
Los métodos de cribado o screening se utilizan, en muchas ocasiones, para detectar 
residuos de antibióticos en alimentos antes que los métodos de confirmación. Esto es 
debido a que presentan muchas ventajas, entre las cuales cabe destacar que son métodos 
sensibles, fiables, rápidos, robustos y relativamente económicos. Además permiten analizar 
muchas muestras en el mismo ensayo y puede realizarse por personal no necesariamente 
cualificado (Pastor, 2011). 
En esta tesis se ha utilizado un test tipo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay o Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas), el “ensayo receptor para la 
determinación de tetraciclinas”. El procedimiento (Figura 11) se lleva a cabo en pocillos de 
plástico previamente revestidos con un competidor de tetraciclinas (fase sólida). 
Posteriormente se añaden los patrones de tetraciclina o las muestras y también el receptor. 
Durante la incubación, el receptor puede unirse bien a la fase sólida o bien a las moléculas 
de tetraciclina y los lavados posteriores arrastran cualquier molécula que no se haya unido 
a la fase sólida. Durante una segunda incubación, la unión del receptor a la fase sólida es 
detectada por un anticuerpo HRP-conjugado “antirreceptor”, el cual se une a su vez a este 
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complejo, y tras la segunda fase de lavado, la unión entre el receptor y el anticuerpo 
conjugado se detecta con un sustrato cromogénico. La enzima convierte el cromógeno 
incoloro en azul y tras la adición de un nuevo sustrato la coloración pasa de azul a 
amarillo. Por último, la absorbancia se mide en un lector de microplacas a 450 nm. La 
intensidad de color es inversamente proporcional a la concentración de tetraciclina en la 
muestra (Puppini y col., 2008). 
 
 





4 OBJETIVOS 	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4.1 Objetivo general 	  
El principal objetivo de este trabajo fue desarrollar un método molecular sensible, 
específico y rápido, capaz de detectar y cuantificar de forma directa cepas bacterianas 
resistentes a tetraciclinas, que posean los genes tet(A) y/o tet(B), en distintos tipos de carne 
y preparados infantiles, tanto convencionales como ecológicos. La técnica seleccionada 
para llevar a cabo este objetivo fue la PCR en tiempo real y para el desarrollo del método 
fue necesario un kit de cebadores y sonda Taqman para cada gen.  
 
4.2 Objetivos específicos 	  
1. Diseñar dos kits de cebadores y sonda Taqman para detectar dos de los genes de 
resistencia a tetraciclina más frecuentes en bacterias gram negativas, tet(A) y tet(B) 
mediante la técnica de RT-qPCR. 
2. Desarrollar un método de RT-qPCR utilizando las sondas Taqman previamente 
diseñadas, para la detección y cuantificación, en diferentes alimentos, de los genes 
mencionados anteriormente. Esto pretende contribuir al estudio de la distribución de los 
genes de resistencia en el medio ambiente y al estudio de la relación entre el uso de los 
agentes antimicrobianos en medicina veterinaria y la propagación de la resistencia 
bacteriana a estas sustancias. 
3. Cuantificar las bacterias portadoras de los genes tet(A) y tet(B) en carne de pavo, 
pollo, cerdo y ternera con el método desarrollado por RT-qPCR y comparar los resultados 
con los recuentos obtenidos, por microbiología convencional, de aerobios mesófilos y 
enterobacterias resistentes a tetraciclina. 
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4. Comparar los recuentos microbiológicos y moleculares de bacterias resistentes a 
tetraciclina entre carnes de origen convencional y ecológico, así como estudiar la 
frecuencia y distribución de los genes tet(A) y tet(B) entre las distintas especies animales 
estudiadas.  
5. Evaluar la presencia y cantidad de los citados genes por RT-qPCR en preparados 
infantiles de carne, tanto convencionales como ecológicos y comparar los resultados entre 
las diferentes especies y métodos de producción. 
6. Evaluar la cantidad de residuos de tetraciclinas en los citados tipos de carne 
mediante un test tipo ELISA para confirmar la presencia de tetraciclinas en animales 





5 RESULTADOS 	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5.1 CAPÍTULO 1 
 
5.1.1 Métodos y reactivos para la detección y cuantificación de bacterias resistentes 
a tetraciclinas 
 
Mónica Guarddon García, José Manuel Miranda López, Carlos Manuel Franco 
Abuín, Beatriz Martínez Ruiz, Beatriz Vázquez Belda, Alberto Cepeda Sáez 
 
Patente de invención con examen previo ES-2370850-B2. Oficina española de 







En esta tesis se ha desarrollado un nuevo método, rápido, sensible y específico para 
detectar y cuantificar de forma directa los genes de resistencia a tetraciclina tet(A) y tet(B) 
en alimentos. Ambos genes son dos de los más frecuentes en bacterias gram negativas. 
Para detectarlos se diseñaron un kit de cebadores y una sonda Taqman específicos para 
cada uno de estos genes. Tanto el diseño de los kits como el del método están descritos con 
detalle en la patente y el artículo que se muestran a continuación. Las rectas de calibrado se 
crearon con E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4, que porta el gen tet(A), y con E. coli NCTC 
50365, que porta el gen tet(B). También se inocularon con estas cepas muestras de carne y 
pescado, que se usaron como matriz para construir nuevas rectas de calibración para el 
análisis de 20 muestras de carne de ave y 10 muestras de merluza (Merlucius merlucius). 
Los límites de detección en cultivo puro fueron 5 ufc/ml (0,7 log ufc/ml) para el caso de 
tet(A), 50 ufc/ml (1,7 log ufc/ml) para tet(B) y 5x102 ufc/g (2,7 log ufc/g) para ambos 
genes en muestras de alimentos. Los resultados obtenidos por qPCR se compararon con 
recuentos de bacterias resistentes a tetraciclina obtenidos a partir de la siembra de extractos 
de carne de ave o merluza en medios de cultivo suplementados con 16 mg/l de tetraciclina. 
Los recuentos de bacterias resistentes a tetraciclina obtenidos por qPCR mostraron una 
correlación positiva, particularmente interesante cuando se compararon con los recuentos 
microbiológicos de las Enterobacteriaceae resistentes a tetraciclina de la carne de ave 
(r=0,5509) y con los de bacterias aerobias mesófilas resistentes a la tetraciclina en merluza 
(r=0,7146). Los resultados mostraron que el método podría ser útil para la cuantificación 
directa de bacterias portadoras del gen tet(A) y/o tet(B) en muestras de alimentos. 
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5.1.2 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real para la detección 
cuantitativa de los genes de resistencia bacteriana a tetraciclina tet(A) y tet(B) 
en alimentos 
 
Real-time polimerase chain reaction for the quantitative detection of tet(A) 
and tet(B) bacterial tetracycline resistance genes in food 
 
Mónica Guarddon, José Manuel Miranda, José Antonio Rodríguez, Beatriz Isabel 
Vázquez, Alberto Cepeda, Carlos Manuel Franco 
 
Publicado en: International Journal of Food Microbiology (2011). Volumen 146, 
páginas 284-289.  	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5.2 CAPÍTULO 2 
 
5.2.1 Cuantificación directa y distribución de genes de resistencia a tetraciclina en 
muestras de carne por reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
 
Direct quantification and distribution of tetracycline-resistant genes in meat 
samples by real-time polymerase chain reaction 
 
Mónica Guarddon, José Manuel Miranda, Beatriz Isabel Vázquez, Alberto Cepeda, 
Carlos Manuel Franco 
 






La evolución de las bacterias resistentes a antimicrobianos se ha convertido en una 
amenaza para la seguridad alimentaria por lo que cada vez es más necesaria la creación de 
métodos nuevos para su control. En este capítulo se compararon recuentos microbiológicos 
de bacterias resistentes a tetraciclina con los obtenidos por qPCR en 80 muestras de carne. 
Los recuentos de Enterobacteriaceae resistentes a tetraciclina fueron similares entre los 
recuentos en placa y los obtenidos por qPCR (p=0,24), mientras que los recuentos de 
bacterias aerobias mesófilas resistentes a tetraciclina fueron significativamente mayores 
por el método microbiológico (p>0,001). Se estudió la distribución de los genes tet(A) y 
tet(B) en diferentes tipos de carne. Así, tet(A) se detectó en pollo (40%), pavo (100%), 
cerdo (20%) y ternera (40%), mientras que tet(B) se detectó en distintas proporciones en 
pollo (45%), pavo (70%), cerdo (30%) y ternera (35%). También se investigó la presencia 
de residuos de equivalentes de tetraciclina mediante un test receptor. Este estudio ofrece un 
método rápido y alternativo para controlar la presencia de bacterias resistentes a 
tetraciclina en carne y contribuye al estudio de la distribución de los genes tet(A) y tet(B). 
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5.3 CAPÍTULO 3 
 
5.3.1 Detección cuantitativa de microorganismos resistentes a tetraciclina en carne 
convencional y ecológica de ternera, cerdo y pollo. 
 
Quantitative detection of tetracycline-resistant microorganisms in 
conventional and organic beef, pork and chicken meat. 
 
Mónica Guarddon, José Manuel Miranda, José Antonio Rodríguez, Beatriz Isabel 
Vázquez, Alberto Cepeda, Carlos Manuel Franco. 
 







El uso abusivo de antimicrobianos ha incrementado sustancialmente el número de 
bacterias resistentes a estos fármacos. La producción ecológica, que a menudo se cree que 
es más segura que la convencional, ha limitado el uso de estos medicamentos. Los 
objetivos del trabajo son evaluar los recuentos obtenidos de bacterias resistentes a 
tetraciclina mediante microbiología convencional, obtener recuentos de bacterias con los 
genes tet(A) y tet(B) mediante RT-PCR e investigar la distribución de ambos genes en 
carne convencional y ecológica. Solo el gen tet(B) fue significativamente mayor en carne 
convencional de cerdo y de pollo que en sus homólogas ecológicas. El gen tet(A) se 
encontró en casi todas las muestras mientras que el tet(B) varió según la especie. La 
presencia de los genes tet sugiere que están ampliamente distribuidos, especialmente 
tet(A), en alimentos de origen animal, incluso en aquellos derivados de animales en los que 
el uso de antimicrobianos está seriamente restringido.  
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The indiscriminate use of antimicrobial agents in conventional animal production has 
substantially increased the number of bacteria that are resistant to these drugs. Against this 
type of production it has emerged the organic farming production method, in which the use 
of allopathic medicines is quite restricted. Because of these restrictions, this type of animal 
rearing is thought to be healthier and safer than conventional methods. The main goal of 
the work was to assess counts of tetracycline-resistant bacteria using conventional 
microbiology, to obtain counts of bacteria that harbor the tet(A) and tet(B) genes by 
quantitative PCR and to investigate the distribution of both genes in conventional and 
organic chicken, beef and pork. With regard to the type of farming method, only tet(B) was 
significantly higher in conventional pork and chicken meat than in their organic 
counterparts. The tet(A) gene was found in almost 100% of the samples, whereas the 
detection of the tet(B) gene changed according to the animal species. The frequency and 
amount of tet genes suggest that they are widely distributed, especially tet(A), in food of 
animal origin, even in organic meat samples obtained from animals in which the use of 
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INTRODUCTION 
 
Consumer interest in organic products has increased in recent years because this 
product type is often perceived to be healthier and safer than the products obtained from 
conventional farming [1,2]. Furthermore, conventional production is not favorably 
regarded because of the crowding conditions of the animals on the farms, which facilitates 
the appearance of infectious diseases and, therefore, encourages the disproportionate use of 
antimicrobial agents [3]. 
The use of veterinary drugs in food-producing animals has become a major concern 
in food safety [1]. In particular, infectious diseases are traditionally treated with 
antimicrobial agents in animals, which contributes to the appearance of resistant bacteria 
that could contaminate the meat derived from these animals and pose a human health 
hazard through the food chain [4-6]. Moreover, another important factor in conventional 
production methods is the withdrawal period. This period is not always enough to reduce 
the resistant bacterial population [7,8] because the adapted microbiota are difficult to 
replace by susceptible flora [9]. Contrary to this type of animal rearing, the Regulation 
889/2008/EC [10] provides details of the restrictive rules for obtaining organic products, 
which are guaranteed by the community logo on the label of the product. Regarding 
sickness encountered in organic farming, synthetic allopathic medicines should be limited 
to the minimum possible and the withdrawal period must be twice that established for 
conventional production.  
Due to the broad-spectrum activity against both gram-positive and gram-negative 
bacteria, the group of tetracyclines (TCs) has extended its use in animals and is one of the 
most used in Europe for the treatment of animal infections [11]. In Spain, in particular, the 
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TCs were the best-selling antimicrobial family in 2009 [12]. The indiscriminate use of this 
agent has favored the appearance and distribution of TC-resistant bacteria [13]. Thus, the 
majority of the TC-resistance (tet) genes in bacteria have been associated with genetic 
mobile elements, such as plasmids, transposons and integrons, which facilitate the rapid 
dissemination of these genes among bacterial species [13,14]. With reduced antimicrobial 
selection pressure in organic farming, it is logical to assume that bacterial counts would be 
higher than in conventional meat, whereas higher TC-resistant bacterial counts would be 
expected in conventional meat. In fact, this difference in the microbial contamination of 
meat has already been reported in other research [15,16]. 
To the authors’ knowledge, the direct quantification of all microbiota harboring the 
tet(A) and the tet(B) genes has not been previously performed in organic meat samples. 
These genes are two of the most frequently found TC-resistance genes in gram-negative 
bacteria [13]. Thus, one aim of the present work was to quantify the bacteria harboring the 
tet genes in conventional and organic meats by qPCR. Additionally, the results were 
compared to the TC-resistant mesophilic aerobic bacteria and Enterobacteriaceae counts 
obtained by conventional microbiological methods. This research strives to provide a 
global perspective regarding TC-resistant bacteria because tet genes are not solely 
transferred by pathogenic bacteria. A second objective was to study the frequency and 
distribution of the tet genes among different species and farming methods. Despite the 
effort to obtain organic food, little is known about the pros and cons of this sort of 
production and more comparative surveys should be conducted to support the theory that 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Sample collection. A total of 200 meat samples were analyzed: pork steaks (40 
conventional and 40 organic), chicken thighs (30 conventional and 30 organic) and 
beefsteaks (30 conventional and 30 organic). All samples were purchased from 15 
supermarkets in Galicia (northwestern Spain) and 3 supermarkets and 2 organic retail 
stores in Madrid from March 2010 to March 2011.  
The samples purchased in the same establishment were obtained on different days 
and all samples belonged to different batches. After purchase, the samples were 
transported under refrigerated conditions to the laboratory and were analyzed within 48 h 
of collection. 
 
Sample preparation for qPCR and conventional microbiological assays. 
Portions (35 g) from each sample were cut and added to 315 ml buffered peptone water 
(Merck) in a sterile bag with a lateral filter. The samples were homogenized in a masticator 
MIX 2 (AES, Combourg, France) for 2 min. DNA was isolated from 200 µl aliquots of the 
homogenates using the High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, 
Germany) according to the manufacturer’s instructions for the isolation of nucleic acids 
from bacteria or yeast. After isolation, purified DNA was recovered in 50 µl elution buffer 
and stored at -20ºC until PCR analysis. 
The microbiological contamination (CFU g-1) of each sample was determined by 
pour plating dilutions (10-1 to 10-6) from 1 ml aliquots of the homogenates. The 
Enterobacteriaceae contamination was determined by pour plating in violet red bile 
glucose agar (VRBG; Merck, Darmstadt, Germany), and the total aerobic mesophilic 
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counts were determined by pour plating in plate count agar (PCA; Merck). The same 
method was used to count TC-resistant Enterobacteriaceae and aerobic mesophilic 
bacteria by pour plating in VRBG and PCA, respectively, with the previous addition of TC 
(16 mg/L) (Sigma, St. Louis, MO, USA) [17]. Subsequently, the plates were incubated at 
37ºC for 24 h (VRBG) or 31ºC for 72 h (PCA). After incubation, the pink to red colonies 
in VRBG were counted as Enterobacteriaceae, while all bacterial colonies grown in PCA 
were counted as aerobic mesophilic microorganisms and converted to log CFU g-1 units. 
 
Quantitative PCR conditions. The primers and probes previously designed by 
Guarddon et al. [18], and the Environmental Master Mix 2.0 (containing ROX as a passive 
reference) were obtained from Applied Biosystems (Warrington, UK). qPCR was 
performed using 25 µl reaction volumes, which included 7.5 µl template DNA, 12.5 µl 
Environmental Master Mix, 900 nM of each primer (forward and reverse) and 200 nM 
Taqman probe. Amplification, detection and quantification were performed using an ABI 
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA). The following 
qPCR conditions were used: 10 min at 95ºC for Taq-polymerase enzyme activation, 
followed by 40 cycles of 15 s at 95ºC for denaturation and 1 min at 60ºC for annealing and 
extension. The standard curves and the food samples were processed in duplicate. Negative 
controls, which consisted of the complete reaction except for template DNA, were 
included in all tests. 
 
Quantification assays. The standard curves were created based on the method 
reported by Guarddon et al. [19]. To quantify the bacteria that harbored the tet(A) gene, a 
piece of meat was artificially inoculated with Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 
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provided by the Institute Pasteur (Paris, France). Similarly, E. coli NCTC 50365, which 
was obtained from the National Culture Type Collection (NCTC; Health Protection 
Agency, Salisbury, UK), was used for the tet(B) gene. Both strains were grown at 41ºC in 
VRBG for 24 h. After incubation, brain-heart infusion (BHI; Difco, Detroit, MI, USA) 
tubes were inoculated with the isolated strains. The inoculated bacterial cultures were 
subsequently incubated at 31ºC to obtain a concentration of 109 CFU ml-1 as determined by 
a McFarland densitometer (Dinko, Barcelona, Spain) and confirmed by plate counting in 
PCA.  
A portion of meat (35 g) was aseptically cut from the middle of the sample, added 
to 315 ml buffered peptone water (Merck) in a sterile bag with a lateral filter and 
homogenized in a masticator for 2 min. Then, 8 tubes were filled with 9 ml of the 
homogenate, and one of them was filled with 1 ml of the saturated culture of E. coli BM13 
(C600 RifR)/RP4. Subsequently, the standard curves were created from this inoculated 
tube by making 10-fold serial dilutions in the remaining tubes until a range of 101 CFU ml-
1 to 105 CFU ml-1 was covered, that corresponded to a final concentration of 102 CFU g-1 to 
106 CFU g-1. The same protocol was repeated to create the standard curves from meat 
inoculated with the E. coli NCTC 50365 strain. 
To quantify the TC-resistant bacteria, 35 g portions were cut from the meat samples 
and added to 315 ml buffered peptone water in a sterile plastic bag with a lateral filter. All 
samples were homogenized in a MIX 2 masticator for 2 min. Two non-inoculated aliquots 
were also analyzed as negative controls.  
DNA was isolated from a 200 µl aliquot of each dilution or sample and was stored 
at -20ºC. After the qPCR reaction, the cycle threshold (CT) was plotted against the log 
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concentration of the template DNA. The standard curves and samples were made in 
duplicate, and the averaged CT values were calculated in all cases. 
 
Statistical analysis. Student’s t-test was used to compare the counts that were 
obtained by qPCR and by conventional microbiological methods. The differences were 
considered statistically significant when P<0.05. χ2 Pearson test was also used to assess the 
relationship between the method of production and the presence of the tet(A) and tet(B) 
genes. All analyses were performed using Predictive Analytics Software (PASW) (version 
18.0) (IBM, Chicago, IL, USA). 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Mesophilic aerobic bacteria, Enterobacteriaceae, TC-resistant mesophilic aerobic 
bacteria and Enterobacteriaceae and bacteria harboring the tet(A) and/or tet(B) genes were 
counted (Table 1). In all cases, the global microbiological counts were significantly higher 
in normal media than in media supplemented with tetracycline. In contrast, there were no 
differences when comparing conventional with organic meat, with the exception of beef, 
where the counts of mesophilic aerobic bacteria and resistant mesophilic aerobic bacteria 
were significantly higher in organic meat. However, in chicken meat, the 
Enterobacteriaceae counts were only significantly higher in conventional meat. 
Few articles have compared mesophilic aerobic bacteria and Enterobacteriaceae 
plate counts in meat samples and even fewer have compared these microbiota in media 
supplemented with tetracycline. In the present work, the results in organic beef meat 
confirmed that bacterial contamination in organic food is often higher than that obtained 
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from their conventionally produced counterparts [1,3,20]. However, no significant 
differences were found in the case of the Enterobacteriaceae counted in beef. Furthermore, 
Miranda et al. [15] did not find differences between organic and conventional beef, 
although they made this comparison exclusively in pathogenic strains and not in all 
microbiota. Contrary to the beef experiments, the results of the Enterobacteriaceae counts 
in chicken meat are different than the results obtained by Miranda et al. [20], who found 
higher counts of Enterobacteriaceae but less antimicrobial resistance in organic poultry 
meat. Because TC-resistant strains and resistance genes are becoming more widely 
distributed in the environment, this prevalence could explain the lack of significant 
differences between both types of farming.  
In fact, many authors have assessed the tet genes in different kinds of samples, but 
little is known about the direct quantification of bacteria harboring these genes. Although 
E. coli is frequently studied following isolation from clinical samples [21] or from food of 
animal origin [22], there are no investigations that can offer a global overview of all 
microbiota that carry tet(A) and/or tet(B) genes in food samples. In this work, the authors 
applied the Taqman qPCR method described by Guarddon et al. [19] in different types of 
meat. 
Standard curves were created to quantify bacteria harboring the tet(A) and tet(B) 
genes using pork, beef and chicken meat as matrices. A linear relationship between log 
input CFU g-1 and CT was observed in all cases. To calculate the amount of bacteria with a 
tet gene, each type of meat was inoculated with E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4 and E. coli 
NCTC 50365 to calculate the presence of tet(A) and tet(B), respectively. Consequently, the 
standard curve for tet(A) in pork had a slope of -3.02 and a square regression coefficient 
(R2) of 0.9879, whereas tet(B) had a slope of -3.01 and an R2 coefficient of 0.9656. 
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Chicken meat inoculated in the same manner exhibited different results. For tet(A), the 
slope was -3.53, and the R2 coefficient was 0.9983, whereas the slope was -3.09 for tet(B), 
and the R2 coefficient was 0.9470. Finally, the beef standard curve had a slope of -3.17 and 
an R2 coefficient of 0.9937 for tet(A) and a slope of -3.05 and an R2 coefficient of 0.9963 
for tet(B). 
The linearity of standard curves decreased below 5x102 CFU g-1 when the 
calculations were performed in the aforementioned food matrices. Therefore, minimal 
amounts of the tested genes could be detected; however, the quantification was not as 
accurate as desired. Thus, the authors established the limit of detection (LOD) to be 5x102 
CFU g-1 to allow more precise quantification.  
The amount of bacteria harboring tet(A) and tet(B) genes was evaluated among the 
different types of meat, and the results showed that the tet(A) gene was detected in almost 
100% of the samples. However, the presence of tet(B) changed according to the tested 
species. This corroborates other research that also found the tet(A) gene more frequently 
than tet(B) in porcine E. coli [21,23], E. coli isolated from foods of animal origin [22], E. 
coli isolated from food animals [24] or gram-negative clinical isolates [25]. Nevertheless, 
these rates changed regarding the LOD of the genes. The tet(A) gene was only more 
frequent in chicken meat, whereas pork and beef showed greater percentages of bacteria 
with the tet(B) gene. These results differ from those obtained by the cited authors. 
However, it must be considered that the data presented in this work are obtained from the 
total microbiota in the meat samples rather than from isolates, which offers a different 
perspective on the bacteria that harbor these genes. This is a highly relevant issue because 
these kinds of genes are transferred from many different genera and species of bacteria and 
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not solely from pathogens such as E. coli; therefore, these microorganisms can also reach 
humans through the food chain. 
The counts of bacteria harboring the tet(A) and/or tet(B) genes were also compared 
between conventional and organic meat. These results revealed that only tet(B) was 
significantly higher in conventional pork and chicken meat compared to the organic meat. 
The counts for both genes (tet(A) + tet(B)) were significantly higher in conventional 
chicken meat as well. These differences are shown in Figure 1, where the box plot 
represents the results of the concentrations of counts of TC-resistant bacteria in 5 different 
groups: TC-resistant mesophilic aerobic bacteria, TC-resistant Enterobacteriaceae, 
bacteria harboring the tet(A) gene, bacteria harboring the tet(B) gene and bacteria 
harboring the both tet genes. The values of tet(A) above the median are more distributed 
than those reached by tet(B), for which the data are more concentrated in low values. 
Surprisingly, these results can be found in animal species in which the frequency of the 
tet(A) gene is lower, despite the high quantity of the gene. Therefore, the authors 
emphasize that the percentage of strains with tet genes can differ from the amount in the 
sample. Thus, in conventional beef, the average amount of bacteria harboring tet(A) was 
2.8 log CFU g-1 with 36.67% of the samples over the LOD versus 2.7 log CFU g-1 with 
53.33% of tet(B) gene. This difference may be due to the number of copies of the gene in 
each bacterium because they are encoded on plasmids, and therefore, the tet(B) gene could 
be present at a lower number per cell than tet(A), as observed by Fan et al. [25]. 
On the other hand, the frequency of the tet genes was also assessed in all analyzed 
species. Regardless of the type of animal production, the tet(A) gene was found in 
approximately 100% of the samples, whereas the detection of the tet(B) gene changed 
according to the animal species. Thus, this gene was detected in organic (76%) and 
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conventional (70.9%) chicken meat; organic (95%) and conventional (55%) pork meat; 
and organic (83.3%) and conventional (96.7%) beef. The percentages of samples that 
showed the presence of the cited genes over the LOD are represented in Table 2.  
The use of antimicrobials, such as tetracycline, in clinical practices acts as a 
selective pressure that may increase drug resistance and the variety of resistance genes in 
the environment [26]. Considering the specifications of the Regulation 889/2008/EC [10] 
for organic production and, particularly, the restrictions on the use of antimicrobials, 
differences depending on the farming method were expected in the amount of bacteria that 
would be found to harbor the tet(A) and the tet(B) genes. Thus, counts of bacteria with the 
tet(B) gene were significantly greater in conventional pork and chicken meat than in 
organic meats. These differences were also observed when both genes were present in the 
same species. These differences seem to be related to the farming method; however, beef 
samples did not show the expected results because no differences were found for any of the 
tested genes. Surprisingly, in several studies, the prevalence of antimicrobial resistance 
genes could be not related to the use of veterinary antimicrobials [7,8,26]. In fact, Smith et 
al. [26] observed a high prevalence of resistance to antimicrobial agents that are not 
frequently used in chicken husbandry. Khachatryan et al. [8] related the high rate of 
resistant bacteria to the age of the animal, finding this relationship greater in younger 




Many factors can influence the prevalence of drug resistance in bacteria found in 
food of animal origin. This type of study may serve to warrant food security and to let the 
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consumer know if organic products are actually better than conventional products. 
Furthermore, it would inform the consumer whether the purchase of organic products is 
worth the high price at the market. In this work, the results have shown a lack of 
microbiological differences between organic and conventional meat, and because of that, 
the authors cannot conclude that organic is better than conventional meat for the studied 
parameters. As suggested by Magkos et al. [1], diseases in farming animals are inevitable. 
Although in organic production homeopathic treatment has priority in the case of sickness, 
allopathic medicines are not banned, so it is possible that antimicrobial agents are used 
more than expected. However, it should be noted that the withdrawal period, which is 
doubled in organic farming, is not enough to remove the TC-resistance genes in meat 
bacteria and qPCR could be a useful tool for monitoring the presence of these genes.  
Moreover, because of the obtained results, the authors propose the improvement of 
not only hygiene practices in farms but also surveillance in animal production, particularly 
in the use of antimicrobial agents. Nevertheless, the data for the frequency and amount of 
tet genes also suggest that they are widely distributed, especially tet(A), in food of animal 
origin. These genes are even present in organic food originating from animals in which the 
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Figure 1 Counts of TC-resistant bacteria in conventional and organic meat samples. 
Box plots showing a comparison of the counts of TC-resistant mesophilic aerobic bacteria 
(MATE), TC-resistant Enterobacteriaceae (EBTE) and bacteria harboring the tet(A) 
and/or tet(B) genes between organic and conventional beef, pork and chicken meat 
(expressed in log CFU g-1). The box limits are in the 25th and 75th percentile, and the band 
in the middle of the box is the median; the whiskers are in the 1.5 interquartile range. Data 
not included between the whiskers are plotted as outliers with small circles (mild) or stars 
(extreme outlier). 	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Table 1 The counts of mesophilic aerobic bacteria (MA), Enterobacteriaceae (EB), TC-
resistant mesophilic aerobic bacteria (MATE), TC-resistant Enterobacteriaceae (EBTE) 
and the total counts of bacteria harboring the tet genes in organic and conventional chicken 





Counts (log CFU g-1) 
EB EBTE MA MATE tet(A) tet(B) tet(A) + 
tet(B) 
         
Organic 
Chicken (30) 2.8 1.8 4.7 3.7 2.7 1.8 2.8 
Beef (30) 3.4 1.8 5.9 5.1 2.4 2.9 3.2 
Pork (40) 2.8 1.7 5.1 4.2 2.7 2.7 3.1 
Conventional 
Chicken (31) 3.7 2.1 5.3 4.3 2.8 2.8 3.3 
Beef (30) 3.0 1.8 5.0 4.0 2.8 2.7 3.3 
Pork (40) 3.0 1.7 4.7 4.0 2.5 3.2 3.4 	  
	   	  
Resultados	  
	  124	  
Table 2 The percentages and numbers of samples wth bacteria harboring tet(A), tet(B) and 
both tet genes over the LOD in organically and conventionally produced pork, beef and 
chicken meat. 
Genes  tet(A)  tet(B)  tet(A) + tet(B) 
Meat 
Samples  Organic Conventional  Organic Conventional  Organic Conventional 
          
Pork  42.5 (17) 45 (18)  35 (14) 67.5 (27)  57.5 (23) 100 (40) 
Beef  36.67 (11) 36.67 (11)  63.33 (19) 53.33 (16)  73.33 (22) 80 (24) 
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5.4 CAPÍTULO 4 
 
5.4.1 Evaluación de residuos de tetraciclinas y bacterias resistentes a tetraciclina en 
preparados alimenticios infantiles convencionales y ecológicos  
 
Assessment of tetracyclines residues and tetracycline resistant bacteria in 
conventional and organic baby foods 
 
Mónica Guarddon, Jose Manuel Miranda, Beatriz Isabel Vázquez, Alberto Cepeda, 
Carlos Manuel Franco 
 





Los bebés y los niños son muy vulnerables a las infecciones bacterianas y el uso de 
antimicrobianos ha de ser controlado cuidadosamente en esta población, especialmente 
para evitar que aparezcan bacterias resistentes a estos agentes, lo que puede reducir las 
opciones de tratamiento en casos de enfermedad. Los objetivos de este trabajo fueron, por 
un lado, comparar la cantidad de genes de resistencia a tetraciclinas, tet(A) y tet(B), entre 
alimentos preparados para bebés y niños de corta edad convencionales y ecológicos y, por 
otro evaluar la presencia de residuos de tetraciclinas en estas muestras. Los recuentos de 
bacterias con el gen tet(A) fueron significativamente más altos que aquellos con el gen 
tet(B) y no existieron diferencias significativas en la cantidad de estos genes entre las 
muestras convencionales y las ecológicas. Además, las muestras que tuvieron ciertas 
cantidades de residuos de tetraciclinas también fueron positivas para la presencia de los 
genes tet y, al revés, cuanto no se detectó la presencia de los genes en las muestras, el 
resultado también fue negativo para la presencia de residuos. Sorprendentemente, los 
porcentajes de residuos de tetraciclina fueron mayores en muestras ecológicas que en 
convencionales (37% de preparados ecológicos de carne de ave y 27% en los de ternera). 
Dados los resultados, no se puede concluir que los preparados ecológicos para bebés y 
niños de corta edad sean más seguros que los convencionales para los parámetros 
estudiados. La cuantificación de los citados genes sirven como indicador de la materia 
prima de los preparados antes de su tratamiento térmico. 
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Infants and children are very vulnerable to bacterial infections and the use of 
antimicrobials has to be carefully controlled in this population group, particularly to avoid 
the appearance of bacteria that are resistant to these agents, which can reduce the treatment 
options in cases of sickness. The aims of this work were to compare the amount of 
tetracycline resistance genes, tet(A) and tet(B), between conventional and organic meat-
based baby foods and to use the quantification of these genes to assess the presence of 
tetracycline residues in these samples. General counts of bacteria harboring the tet(A) gene 
were significantly higher than those containing tet(B), and there was no significant 
difference in the amount of these genes between the organic and the conventional samples. 
Moreover, samples with certain amounts of tetracycline residues were also positive for the 
presence of tet genes, and when the presence of the genes was not detected, the samples 
were also negative for the presence of residues. Surprisingly, the percentages of 
tetracycline residues were higher in organic samples than in conventional (37% of organic 
poultry meat-based samples and 27% in the case of beef). It cannot be concluded that 
organic formulas are safer than conventional formulas for the studied parameters. The 
quantification of the cited genes serves as an indicator of the raw material of the samples 
before being processed. 
 
 
Keywords: tetracycline-resistance, baby foods, qPCR, tet(A), tet(B)  
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INTRODUCTION 
 
The use of antimicrobials in infants and children is quite controlled because this 
population group is very susceptible to bacterial infections; their immune systems are not 
completely developed (Rodriguez and others 2011), and some of these agents are still not 
adequate for them. One example is the use of tetracycline (TC) in children, which can 
permanently damage the enamel of their teeth (Keep antibiotics working 2002). 
Additionally, recent investigations revealed that antimicrobial use in early life is associated 
with consistent increases in body mass and could therefore contribute to the growing 
childhood obesity (Trasande and others 2012).  
Animal infectious diseases are frequently treated with antimicrobial agents, which 
contribute to the appearance of resistant bacteria that could pose a human health hazard 
through the food chain (Hamer and others 2002; Tollefson and Karp 2004; Aarestrup 
2005). As a consequence, conventional farming is not favorably regarded due to the 
crowding conditions of the animals on farms, which facilitate the appearance of infectious 
diseases and, therefore, encourage the disproportionate use of antimicrobial agents (Bailey 
and Cosby 2005). Contrary to this type of animal rearing, Regulation 889/2008/EC 
provides details of the restrictive rules for obtaining organic products, which are 
guaranteed by the community logo on the label of the product. Thus, in regards to sickness 
encountered in organic farming, synthetic allopathic medicines should be limited to the 
minimum number possible, and the withdrawal period must be twice the established 
amount of time for conventional production. Because of this regulation, organic products 
have become an attractive option for consumers who often perceive these products as 
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being healthier and safer than the products obtained from conventional farming (Magkos 
and others 2006; Young and others 2009). 
One of the antimicrobials most used in Europe for the treatment of animal 
infections is the tetracycline (TC) group (Kools and others 2008). Particularly in Spain, 
TCs were the best-selling antimicrobial family in 2009 (Ministerio de Sanidad, Política 
Social e igualdad 2009). The indiscriminate use of these agents has favored the selection 
and distribution of tetracycline-resistant (TR) bacteria (Chopra and Roberts 2001). The 
majority of TC-resistance (tet) genes in bacteria have been associated with genetic 
elements, which facilitate the rapid dissemination of these genes among bacterial species 
(Chopra and Roberts 2001; Sunde and Norstrom 2006). Nevertheless, due to the reduced 
antimicrobial selection pressure in organic farming, it is reasonable to think that TR 
bacterial counts should be higher in conventional products than in organic products. 
Because bacterial antimicrobial resistance could reduce the number of effective drugs 
available to treat sick infants and children, this issue is important (Keep antibiotics 
working 2002). Hence, it would be interesting to know if organic baby foods are a 
healthier alternative to conventional products because they are expected to have fewer 
tetracycline residues and, therefore, fewer tetracycline resistant bacteria.  
To investigate this topic, the tet(A) and the tet(B) genes have been used for the first 
time as biomarkers to quantify, by qPCR, the TR bacteria in organic and conventional 
meat-based baby foods because these genes are two of the most frequently found tet genes 
in Gram-negative bacteria (Chopra and Roberts 2001). Taking into account the nature of 
the samples, the main objective of the present work was to compare the obtained results 
between the conventional and the organic samples and among the tested species. A 
secondary objective was to assess the presence of tetracycline residues in baby foods with 
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a screening method, such as a receptor assay. Presently, the majority of the reported 
methods have been employed to verify the presence of different residues in baby foods; 
however, they are usually often used as confirmation methods, including liquid 
chromatography (Rodriguez and others 2011; Aguilera-Luiz and others 2012).  
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Sample collection  
 
A total of 151 samples of conventional (68) and organic (83) baby foods for infants 
and young children were analyzed in the present work. The choice of the samples, in the 
form of puree, was made according to the composition: 67 with poultry meat (38 
conventional and 29 organic), 67 with beef (34 conventional and 33 organic) and 17 
vegetable baby foods (11 conventional and 6 organic). All of the samples were bought in 
supermarkets and pharmacies in Galicia (North-Western Spain), Madrid (Spain), Dresden 
(Germany) and Milan (Italy) from September 2010 to June 2011.  
The composition of the different samples according to the labels was based on 
poultry meat (chicken or turkey meat) (4.5-40%), beef (8-40%) and vegetable-based baby 
foods, in which case the content varied from 67 to 99%. Other ingredients such as rice, 
pasta or vegetables, among others, were also integrated in the sample. The presence of 
milk was only reported in the label of some chicken meat-based products (18%). 
The number of trademarks varied according to the animal species used and the 
farming method used. Thus, the research was carried out with 8 trademarks of 
conventional beef and 6 of organic beef, 7 of conventional chicken meat and 8 of organic 
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chicken meat and 5 trademarks of vegetable samples. Samples purchased in the same 
establishment were obtained on different days, and all samples belonged to different 
batches. Afterward, the samples were transported to the laboratory and were analyzed 
within 48 hours of collection. 
 
Sample preparation for qPCR and conventional microbiological assays 
 
Portions of 35 g from each sample were taken and added to 315 ml buffered 
peptone water (Merck) in a sterile bag with a lateral filter. Samples were homogenized in a 
masticator MIX 2 (AES, Combourg, France) for 2 min. Aliquots of 200 µl of the 
homogenates were subjected to DNA isolation using the High Pure PCR Template 
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s 
instructions for the isolation of nucleic acids from bacteria or yeast. After isolation, 





Primers, probes previously designed by Guarddon and others (2010) (Table 1) and 
Environmental Master Mix 2.0 (containing ROX as a passive reference) were obtained 
from Applied Biosystems (Warrington, UK). qPCR was performed using 25 µl reaction 
volumes, which included 7.5 µl template DNA, 12.5 µl Environmental Master Mix, 900 
nM each primer (forward and reverse) and 200 nM Taqman probe. Amplification, 
detection and quantification were performed using an ABI PRISM 7000 Sequence 
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Detection System (Applied Biosystems, USA) under the following conditions: 10 min at 
95ºC for Taq-polymerase enzyme activation, followed by 40 cycles of 15 s at 95ºC for 
denaturation and 1 min at 60ºC for annealing and extension. Standard curves and food 
samples were processed in duplicate. Negative controls, consisting of all of the elements of 




The steps to create the standard curves were based on the method reported by 
Guarddon and others (2011). To quantify bacteria harboring the tet(A) gene, an aliquot of 
each type of baby food was artificially inoculated with Escherichia coli BM13 (C600 
RifR)/RP4, provided by the Institute Pasteur (Paris, France), whereas Escherichia coli 
NCTC 50365, obtained from the National Culture Type Collection (NCTC) (Health 
Protection Agency, Salisbury, UK), was used for the tet(B) gene. Both strains were grown 
at 41ºC in Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG) (Merck, Darmstadt, Germany) for 24 
hours. After incubation, Brain Heart Infusion (BHI) (Difco, Detroit, MI, USA) tubes were 
inoculated with these isolated strains and were subsequently incubated at 31ºC to obtain a 
concentration of 109 CFU/ml, which was determined by a McFarland densitometer (Dinko, 
Barcelona, Spain) and confirmed by plate counting in PCA (Merck).  
Standard curves were created using 10-fold serial dilutions from the cited pure 
cultures, ranging from 109 CFU/ml to 102 CFU/ml. A portion of 35 g from the puree was 
aseptically added to 315 ml of buffered peptone water (Merck) in a sterile bag with a 
lateral filter and homogenized in a masticator for 1 min. Then, 5 tubes were filled with 9 
ml of the homogenate, and each tube was filled with 1 ml of each dilution of the pure 
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cultures, from 106 CFU/ml to 102 CFU/ml (corresponding to a final concentration from 107 
CFU/g to 103 CFU/g).  
For quantifying tetracycline resistant bacteria in the samples, 35 g aliquots were 
added to 315 ml of buffered peptone water in a sterile plastic bag with a lateral filter. All of 
the samples were homogenized in a masticator MIX 2 for 1 min. Additionally; two non-
inoculated aliquots were filtered through a syringe filter of 0.45 µm and analyzed as 
negative controls.  
An aliquot of 200 µl from each dilution/sample was subjected to DNA isolation, 
recovered in 50 µl of elution buffer and stored at -20ºC until PCR analysis. After the qPCR 
reaction, the cycle threshold (CT) was plotted against the log concentration of the template 
DNA. Samples for the standard curves and food samples were processed in triplicate and 
duplicate, respectively, and the averaged CT values were calculated in all cases. 
 
Quantification of tetracyclines residues in baby foods 
 
A receptor assay (Superscreen Tecna, Trieste, Italy) was used for the determination 
of TCs residues in samples of baby food. This kit was designed to detect tetracycline, 
oxytetracycline, doxycycline and chlortetracycline in meat samples at concentrations 
according to the Regulation (EC) No 470/2009. Considering there are no specific enzyme 
immunoassays for the detection of tetracyclines in baby foods and due to the content of 
meat in the samples, the authors have carried out the assays according to the 
manufacturer’s instructions as if the types of baby food were samples of meat. Every 
sample was analyzed in duplicate, and the results were considered the average of both 
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determinations for each sample. Absorbance was measured with a plate reader (Das, 




 Comparison between the counts obtained by qPCR and conventional 
microbiological methods were determined by Student’s t test. The differences were 
considered to be statistically significant when P<0.05. All of the analyses were performed 
using the PASW (version 18.0) (IBM, Chicago, IL, USA). 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
All of the standard curves, created from each type of baby food, exhibited a linear 
relationship between log input CFU/g and CT, and the values of slope were close to those 
recommended by Higuchi (1993). These values, shown in Table 1, are better than those 
previously obtained by Guarddon and others (2011) because the efficiency of the reaction 
was improved. Linearity decreased below 3.7 log CFU/g, which means that minimal 
amounts of the tet genes could be detected, but quantification below this limit may have 
decreased the accuracy of the results. Thus, the limit of detection established by the 
authors for every matrix was 3.7 log CFU/g to quantify the amounts with more precision.  
Bacteria presumptively harboring the tet(A) and/or tet(B) genes were quantified 
with respect to the standard curves. The results showed that, comparing the production 
methods, counts of tet(A) were significantly higher in the conventional products than in the 
organic products, which would be expected due to the restricted use of antibiotics in 
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organic production (Figure 1). However, in the case of tet(B), the counts were significantly 
greater in the organic samples compared to the conventionally produced samples. No 
differences were found when the sum of both genes was compared in both types of 
production. Contrary to other studies in which the prevalence of resistant bacteria were 
mainly higher in conventional meat (Miranda and others 2007; Miranda and others 2008; 
Young and others 2009), the authors of this work have not found clear evidence of this 
difference for the tetracycline resistance parameter between both types of farming 
methods. This fact was also highlighted by other researchers such as Wilhelm and others 
(2009), who did not find significant differences between organic and conventional dairy 
production in four of seven articles, which were cited in their review article about the 
prevalence of multidrug resistant bacteria. 
Regarding the samples containing poultry meat, there were no significant 
differences between organic and conventional production in the case of the tet(A) gene 
(Table 2). Interestingly, the counts of bacteria presumed to contain tet(B) were 
significantly higher in organic farming. In contrast, with respect to the beef-based samples, 
the counts of bacteria presumed to harbor the tet(A) gene were higher in conventional baby 
foods than in organic baby foods. However, no significant differences were found when 
the two types of production systems were compared for tet(B). Taking into account the 
importance of both tet(A) and tet(B) genes in Gram-negative bacteria, the authors have 
also added the results for both genes to make an estimation of their prevalence in this 
group as well as in other resistant bacterial populations that could be present in the raw 
material of the baby foods before the heat treatment. Nevertheless, the results showed that 
there were no significant differences between poultry meat-based conventional and organic 
samples, whereas samples with beef contained significantly higher TR genes in the 
Resultados 
	   137	  
conventional samples than in the organic samples. These results differ from other studies 
in which Enterobacteriaceae spp. isolated from organic poultry meat (Miranda and others 
2008) or isolates of E. coli and S. aureus from organic beef (Miranda and others 2009) 
have shown that organic production may limit the presence of antibiotic resistant bacteria 
in meat. However, in this work, the lack of significant differences between organic and 
conventional production correlates with the work of Sato and others (2004) (Sato and 
others 2004) about the antimicrobial susceptibility of S. aureus in organic and conventional 
milk.  
Based on the nature of the samples and regardless the farming method, the amount 
of TR bacteria detected within the poultry meat-based products was significantly higher 
than the amount detected in beef- or vegetable-based products (Figure 2). However, in the 
beef-based samples, this difference was only observed for the tet(B) gene; bacteria 
harboring this gene were greater in the beef-based food than in the vegetable-based baby 
foods. Conversely, no differences were found either for the tet(A) gene or for the addition 
of both genes. These results would be expected because TCs are frequently used in animal 
medicine, which could increase the amount of TR bacteria in the animal (Chopra and 
Roberts 2001; Aarestrup 2005). In fact, the presented data are in accordance with those 
reported in the DANMAP (2009), where percentages of TR E. coli were higher in poultry 
meat than in beef.  
In all types of baby foods, the counts of bacteria harboring the tet(A) gene were 
significantly higher than tet(B) in both types of production (Table 2). This result is in 
accordance with other authors who also found the presence of tet(A) more frequently than 
tet(B) in porcine E. coli (Lanz and others 2003; Schwaiger and others 2010), E. coli 
isolated from foods of animal origin (Jouini and others 2009), E. coli isolated from food 
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animals (Sengelov and others 2003) and Gram-negative clinical isolates (Fan and others 
2007). However, it is necessary to highlight that the data presented in this work were 
obtained from the total microbiota in the baby food samples rather than from isolates, 
which offers a complete perspective on the amount of bacteria that harbor these genes. 
This difference is a highly relevant issue because, although almost all of the bacteria 
present in these types of samples are dead, extracellular segments of DNA with tet genes 
could be transmitted by horizontal transfer to other live bacteria (Thomas and others 2005; 
Agerso and others 2006), such as the intestinal microbiota of babies. Moreover, it must be 
noted that the quantification of the cited genes serves as an indicator of the raw material in 
the samples before being processed. 
In the case of vegetable-based baby foods, mean counts of bacteria harboring the 
tet(A) gene were also higher than those harboring the tet(B) gene. The sum of both genes 
in these samples was also compared with those that are meat-based because these types of 
samples contained high amounts of vegetables in addition to the meat. The results showed 
that poultry meat-based samples exhibited higher counts than those reached by vegetable-
based samples. However, no significant differences were found when compared with beef-
based samples (p=0.303). In fact, there were remarkably high counts of bacteria harboring 
tet genes in vegetable-based samples, although the presence of antimicrobial resistant 
bacteria in vegetable products has also been detected by other authors (Vidaver 2002; 
Phillips and others 2004; Miranda and others 2009). The high rates of tetracycline resistant 
bacteria in this type of sample could be explained by the presence of tetracycline residues 
and tet genes transmitted to vegetable crops through different routes, such as manure, 
sewage and surface or irrigation waters (Khachatourians 1998; McGowan 2007), which 
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may have human health consequences. Hence, vegetables could serve as a route of 
transmission for antimicrobial resistant bacteria to consumers (Vidaver 2002). 
The amount of tetracycline residue equivalents was analyzed with an enzyme 
immunosorbent assay to verify whether there was any correlation between the amount of 
residues and the amount of tetracycline resistant bacteria in the baby foods (Table 2). 
Almost all of the samples had less than 50 µg/kg tetracycline residue equivalents and the 
analyzed genes were present in almost all of them. Although there was no correlation 
between the amount of residues and the amount of resistant bacteria, it was observed that 
the samples with certain amounts of tetracycline residue equivalents were also positive for 
the presence of tet genes. In contrast, when the presence of the genes was not detected, the 
sample was also negative for the presence of tetracycline residues. In addition, both types 
of farming methods, conventional and organic, were compared, and 37% of organic 
poultry meat-based samples were positive versus 21% of conventional samples. In the case 
of organic beef-based samples, 27% were positive in contrast with 18% from conventional 
production. Surprisingly, the higher average of residues was obtained in samples of 
vegetables and in organic baby foods, especially in beef-based samples, in which a total of 
5 samples were over the maximum residue limit allowed for tetracycline in muscle 




Regarding the results obtained for the tet(A) and tet(B) genes, it can be concluded 
that this study may serve to assess the quality of raw baby food material before being 
sterilized and to let the consumer know if organic products are actually better than 
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conventional products. Surprisingly, both tet genes were present in all types of organic 
baby foods, and it must be noted that animals reared under organic conditions have 
severely limited possibilities of being treated with antimicrobials. Therefore, the authors 
cannot conclude that organic formulas are better than conventional formulas for the studied 
parameters. Furthermore, the amount of tet genes also suggests that they are widely 
distributed, especially tet(A), in foods of animal origin and, what is more surprising, in 
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Table 1 Values of square regression coefficient (R2) and slope of the standard curves 
constructed from baby foods based on poultry meat, beef and vegetables inoculated with E. 
coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (tet(A)) and with E. coli NCTC 50365 (tet(B))  
 	  
 tet(A) tet(B) 
 R2 Slope R2 Slope 
     
Poultry meat 0.9997 -3.32 0.9996 -3.29 
Beef 0.9887 -3.17 0.9876 -2.97 
Vegetables 0.9985 -3.26 0.9747 -3.20 
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Table 2 Mean counts of bacteria harboring the tet(A) and/or the tet(B) genes in 
conventional and organic baby foods based on poultry meat, beef and vegetables, 
expressed in log CFU/g; and mean counts of tetracycline residues expressed in µg/kg of 







residues	  tet(A)	   tet(B)	  
tet(A)	  +	  
tet(B)	  
Conventional	   Poultry	  meat	   4.5	   3.2	   4.6	   51.2	  Beef	   4.2	   2.7	   4.2	   51.2	  




Figure 1 Counts of TC-resistant bacteria in conventional and organic baby foods. Box 
plots showing a comparison of the counts of bacteria harboring the tet(A) and/or tet(B) 
genes between organic and conventional baby foods (expressed in log CFU/g). The box 
limits are in the 25th and 75th percentile, and the band in the middle of the box is the 
median; the whiskers are in the 1.5 interquartile range. 	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Figure 2 Quantity of bacteria harboring the tet(A) and/or tet(B) genes in baby foods for 
infants and young children based of vegetables, poultry meat and beef, expressed in log 
CFU/g. 
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6 DISCUSIÓN 	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En este trabajo, se ha desarrollado un método para la detección y la cuantificación 
de los genes de resistencia a tetraciclina tet(A) y tet(B) en alimentos. Son muchos los 
autores que han publicado datos acerca de la presencia de estos y otros genes tet. Sin 
embargo, la mayoría de ellos son estudios relacionados con la frecuencia de estos genes en 
cepas aisladas de diferentes fuentes (Bryan y col., 2004; Fan y col., 2007; Smith y col., 
2007). Otros autores detectaron o cuantificaron estos genes con otras técnicas, como PCR 
convencional o con PCR cuantitativa utilizando agentes intercaladores fluorescentes no 
específicos como SYBR Green (Jones y col., 2006; Fan y col., 2007).  
Por otra parte, muchos investigadores han utilizado la PCR en tiempo real con 
sondas Taqman para detectar y cuantificar determinadas especies bacterianas a partir de 
diferentes alimentos (Elizaquível y col., 2008; Fernández y col., 2006; Pennacchia y col., 
2009). No obstante, no hay evidencia en la literatura científica sobre la cuantificación 
directa de bacterias portadoras de los genes de resistencia a tetraciclina tet(A) y tet(B) en 
alimentos. Si bien es cierto que se ha cuantificado el gen tet(M) en la superficie de la 
carne, este gen está presente principalmente en bacterias gram positivas (Hölzel y col., 
2011).  
Poder disponer de métodos que nos permitan la detección de estos genes es de gran 
importancia desde el punto de vista sanitario, ya que en el caso de que estén presentes en 
los alimentos, podrían ser transferidos a la flora bacteriana humana a través de la cadena 
alimentaria. Como resultado de este trabajo, hemos conseguido desarrollar un método 
válido para este propósito que además es reproducible, ya que se hicieron tres ensayos 
independientes para cada curva patrón con una desviación estándar mínima. Sin embargo, 
la sensibilidad varió de un gen a otro. Así, la sensibilidad para tet(B) fue menor que para el 
gen tet(A) y teniendo en cuenta que estos genes están codificados en plásmidos, esto 
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podría deberse a que las células bacterianas posean un número de copias variable para cada 
uno de ellos, tal y como sugieren Fan y col. (2007) en su trabajo. De hecho, al igual que en 
nuestro caso, estos autores también obtuvieron una menor sensibilidad para el gen tet(B) 
en cepas aisladas de E. coli. 
La cuantificación de los genes tet(A) y tet(B) se hizo a partir de rectas de calibrado 
obtenidas para cada uno de los genes. Para obtener dichas rectas se inocularon alícuotas 
asépticas de carne y pescado con bacterias portadoras de estos genes y, posteriormente, se 
realizaron diluciones decimales a partir de estas, con el fin de aproximarse, en la medida de 
lo posible, a una muestra real. 
El límite de detección (LOD) obtenido por este método fue de 50 ufc/ml en cultivo 
puro y 5x102 ufc/g en muestras de carne y pescado para ambos genes. Estos resultados 
coinciden con trabajos anteriores de otros autores como Fan y col. (2007), en cuyo estudio 
enfocado a bacterias resistentes a tetraciclina, pudieron detectar entre 10 y 1000 ufc por 
reacción en aislamientos clínicos. Otros autores, Elizaquível y col. (2008) obtuvieron un 
LOD de 1,8x104 ufc/g de Leuconostoc mesenteroides en carne inoculada por un método 
similar, lo que es sustancialmente superior al límite alcanzado por el método desarrollado 
en esta tesis. 
En las muestras de pescado, no hubo buena correlación cuando se compararon los 
recuentos obtenidos por qPCR con los recuentos de enterobacterias resistentes a 
tetraciclina. Sin embargo, sí hubo una correlación positiva al compararlos con los 
recuentos de aerobios mesófilos resistentes. Esto puede deberse a que las muestras de 
pescado están contaminadas no solo con enterobacterias, sino también con otros 
microorganismos gram negativos como Pseudomonas, Aeromonas o Vibrio que también 
puede albergar genes tet. Estas bacterias no se contabilizaron en los recuentos 
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microbiológicos, sin embargo, sí fueron tenidas en cuenta en los recuentos de PCR ya que 
esta técnica se utilizó para cuantificar de forma global todas las bacterias que tuviesen el 
gen tet(A) y/o el gen tet(B) sin discriminar la especie. 
Como curiosidad, también es importante resaltar los altos valores obtenidos de 
bacterias resistentes a tetraciclina en muestras de merluza (Merluccius merluccius), cuyo 
hábitat natural es el fondo del mar y que a priori no deberían portar genes de resistencia a 
antibióticos. La explicación podría basarse en la contaminación de las aguas marinas, en 
los transportes u otras manipulaciones como la evisceración (Jay y col., 2005), pero esto es 
una conjetura que no puede confirmarse sin un estudio más exhaustivo de este tipo de 
muestras. 
En el segundo capítulo de esta tesis se aplicó el método en distintos tipos de carne 
convencional. Las rectas de calibrado creadas a partir de carne de aves de corral, ternera y 
cerdo sirvieron para determinar la cantidad de bacterias con los genes de interés en los 
distintos tipos de carne. La linealidad disminuyó por debajo de 5x102 ufc/g, lo que 
significa que, aunque se podrían detectar cantidades muy pequeñas de los genes tet(A) y 
tet(B) en este tipo de muestras, la cuantificación por debajo de este valor podría no ser tan 
precisa y, por lo tanto, fue este el establecido como LOD. 
Los recuentos microbiológicos de microorganismos resistentes a tetraciclina fueron 
comparados con los obtenidos por qPCR y, en todos los tipos de carne, los valores de 
qPCR estuvieron más próximos a valores de enterobacterias que a los de aerobios 
mesófilos. De hecho, no se encontraron diferencias significativas entre los recuentos de 
enterobacterias resistentes y los de qPCR. Este hecho era previsible si tenemos en cuenta 
que los genes tet(A) y tet(B) se encuentran exclusivamente en bacterias gram negativas y 
que la mayoría de ellas pertenecen al grupo de las bacterias entéricas (Chopra y Roberts, 
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2001). Por el contrario, las cantidades de aerobios mesófilos resistentes obtenidos a través 
de métodos convencionales fueron significativamente superiores que los recuentos 
obtenidos mediante el método molecular. 
La presencia de los genes tet(A) y tet(B) varió según la especie analizada. Mientras 
que otros autores (Sengelov y col., 2003; Schwaiger y col., 2010; Lanz y col., 2003) 
encontraron el gen tet(A) como el más frecuente en cerdos, broilers y ganado vacuno, en 
este trabajo dicho gen sólo fue significativamente más frecuente en el caso de la carne de 
pavo. Sin embargo, la principal diferencia obtenida entre los resultados obtenidos en este 
trabajo y los anteriormente obtenidos por estos autores es que, en nuestro caso, se 
consideró toda la microbiota portadora de estos genes en lugar de evaluar su presencia 
únicamente en aislamientos de E. coli. Por lo tanto, este método ofrece una perspectiva 
novedosa, necesaria y global acerca de la cuantificación de los genes tet(A) y tet(B) en 
carnes. 
Por otra parte, en base a la legislación sanitaria de la mayoría de los países, la carne 
destinada al consumo humano debe proceder de animales que hayan pasado el período de 
supresión en caso de haber sido tratados con antibióticos. En este sentido, muchos 
investigadores sostienen que las bacterias resistentes a los agentes antimicrobianos 
desaparecen en cuanto se retira el tratamiento con estos fármacos (Levy y col., 1998; 
Aarestrup y col., 2005). No obstante, otros autores señalaron que en algunas ocasiones 
existen cepas resistentes en la microbiota del animal que puede persistir en ausencia de la 
presión selectiva que ejerce el antibiótico (Pedersen y Wedderkopp, 2003) o al menos 
hasta el final del período de supresión cuando ya es legal el consumo de la carne de estos 
animales (Miranda y col., 2008).  
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En base a lo anterior, se ha considerado interesante averiguar la cantidad de 
residuos de tetraciclinas presentes en la carne mediante una prueba de cribado y los 
resultados obtenidos mostraron que, en todos los tipos de carne estudiados, las 
concentraciones medias de tetraciclinas fueron superiores a los LMR establecidos para 
cada tipo de tetraciclina de forma individual. No obstante, hay que señalar que estas 
muestras se analizaron de forma global y que para saber la cantidad correspondiente a cada 
sustancia en particular sería necesario valerse de métodos de confirmación no utilizados en 
este estudio. En cualquier caso, los resultados obtenidos demuestran que, tal y como han 
indicado otros autores (DANMAP, 2009; Aarestrup, 2005), las tetraciclinas se usan 
habitualmente en producción animal y, en consecuencia, es fácil encontrar la presencia de 
residuos de dichos antibióticos en carnes compradas en el comercio minorista.  
En la carne producida por métodos ecológicos, salvo excepción, no se encontraron 
diferencias significativas en los recuentos microbiológicos en comparación con la carne 
convencional. Los resultados obtenidos en carne de ternera ecológica confirmaron que la 
contaminación bacteriana en estos alimentos es con frecuencia mayor que en sus 
homólogos convencionales (Bailey y col., 2005; Magkos y col., 2006). Sin embargo, no se 
encontraron diferencias significativas en lo referente a la contaminación por 
enterobacterias. Si bien es cierto que no existen muchas referencias en la literatura 
científica para contrastar estos datos, hay autores que tampoco han encontrado diferencias 
en cuanto a la prevalencia de determinados microorganismos patógenos en este tipo de 
carne (Miranda y col., 2009).  
Por otra parte, cuando se compararó la carne de pollo convencional con la 
ecológica, solo se encontraron diferencias significativamente mayores para los recuentos 
de enterobacterias de las muestras convencionales. Sin embargo, el hecho de no encontrar 
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diferencias entre los recuentos de aerobios mesófilos y enterobacterias resistentes, puede 
deberse a que tanto estos microorganismos como los genes de resistencia están 
ampliamente distribuidos en el medio ambiente. 
De hecho, el gen tet(A) se detectó prácticamente en el 100% de las muestras, 
mientras que la presencia del tet(B) varió dependiendo de la especie analizada. Esto 
concuerda con otros trabajos que también encontraron con más frecuencia el primer gen 
que el segundo en aislamientos de E. coli de cerdos (Schwaiger y col., 2010; Lanz y col., 
2003), E. coli en alimentos de origen animal (Jouini y col., 2009), E. coli en animales de 
producción (Sengelov y col., 2003) o en gram negativos de muestras clínicas (Fan y col., 
2007). No obstante, estas proporciones cambiaron cuando se tuvo en cuenta el LOD de los 
genes. De este modo, el tet(A) solo fue más frecuente en carne de pollo, mientras que en el 
cerdo y la ternera se obtuvieron mayores porcentajes de tet(B). Esto hace que los 
resultados difieran de aquellos obtenidos por los autores previamente citados, aunque hay 
que destacar que la microbiota valorada también fue diferente.  
Cuando se comparó la cantidad de bacterias portadoras de estos genes entre ambos 
tipos de carne, solo el tet(B) fue significativamente mayor en carne convencional de cerdo 
y de pollo que en la ecológica. Esto es relevante teniendo en cuenta la alta restricción en el 
uso de medicamentos alopáticos que establece el Reglamento 889/2008 relativo a la 
producción ecológica, por lo que cabría esperar diferencias más notables entre ambos tipos 
de producción. En este sentido hay autores que afirman que la prevalencia de genes de 
resistencia podría no estar relacionada con el uso de agentes antimicrobianos de uso 
veterinario (Enne y col., 2001; Khachatryan y col., 2004; Smith y col., 2007). Un ejemplo 
de esto es el estudio de Smith y col. (2007) en el cual se observaron altos niveles de 
resistencia a agentes antimicrobianos no usados típicamente en la cría de pollos.  
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Al investigar los alimentos infantiles, las rectas de calibrado, igual que en el caso 
de la carne, mostraron relación lineal entre la concentración de bacterias resistentes y el Ct 
y los valores de la pendiente también fueron cercanos a los recomendados por Higuchi y 
col. (1993). A pesar de esto, la linealidad disminuyó por debajo de 5x103 ufc/g, por lo 
tanto, este valor fue el establecido como LOD para este experimento. Esta diferencia de 
una unidad logarítimica con respecto a los trabajos anteriores, puede deberse a que la 
matriz alimentaria es mucho más compleja que en el caso de la carne, ya que los 
preparados infantiles están constituidos por diferentes ingredientes que pueden suponer un 
problema a la hora de aislar el ADN diana o incluso de llevar a cabo la reacción de PCR. 
Al igual que en el caso de la carne, los recuentos de bacterias portadoras de los 
genes tet(A) y/o tet(B), fueron realizadas a partir de las rectas patrón y para el gen tet(A) 
los recuentos fueron significativamente mayores en los productos convencionales que en 
los ecológicos, lo que se corresponde con las expectativas creadas para ambos tipos de 
producción. Por el contrario, los recuentos de bacterias portadoras del gen tet(B) fueron 
significativamente mayores en las muestras ecológicas. Al contrario que otros estudios en 
los que la prevalencia de bacterias resistentes fue mayor en la carne convencional (Miranda 
y col., 2007; Miranda y col., 2008; Young y col., 2009), en esta tesis no se han encontrado 
evidencias de esta diferencia para el parámetro de resistencia a tetraciclina, lo que hace 
pensar que la presencia de genes de resistencia en estos alimentos no está vinculada al tipo 
de producción con el que obtuvieron los ingredientes. De este modo, en los tarritos que 
contenían carne de ave solo se obtuvieron diferencias significativas en el caso del gen 
tet(B), el cual se encontró en mayor cantidad en muestras orgánicas, mientras que en los 
preparados con carne de ternera solo fueron mayores los resultados para tet(A) en 
productos convencionales. Estos resultados difieren de los de otros investigadores que 
Discusión	  
	  160	  
demostraron que el sistema de cría animal podría limitar la presencia de bacterias 
resistentes a antibióticos en carne (Miranda y col., 2008). Sin embargo, en este trabajo no 
se encontraron diferencias significativas entre ambos sistemas de producción, lo cual 
concuerda con otros estudios como el de Sato y col., (2004), quienes estudiaron la 
susceptibilidad a antimicrobianos en Staphylococcus aureus en leche orgánica y 
convencional y tampoco encontraron diferencias significativas.  
Atendiendo a la naturaleza de las muestras, y coincidiendo con los resultados 
publicados en el DANMAP (2009), la cantidad de bacterias portadoras de los genes de 
resistencia a tetraciclinas encontradas en los preparados a base de carne de ave fue 
significativamente mayor que en los de ternera o en los vegetales.  
De manera general, sin tener en cuenta la naturaleza de las muestras ni el sistema 
de producción por el cual se obtuvieron los ingredientes de los preparados infantiles, los 
recuentos de bacterias portadoras del gen tet(A) también fueron significativamente 
superiores a los del gen tet(B), al igual que en el caso de la carne. 
Además, este trabajo también se ha evaluado la microbiota global en alimentos 
infantiles. En este sentido, la diferencia con los trabajos elaborados anteriormente radica en 
que el ADN procede de células bacterianas muertas, tras el proceso de esterilización de los 
preparados. Sin embargo, esto no elimina totalmente los riesgos ya que los genes tet 
pueden transferirse de forma horizontal a otras bacterias (Thomas y col., 2005; Agerso y 
col., 2006). 
En el caso de los productos vegetales, cabe destacar que se encontraron altos 
recuentos de bacterias con los genes tet. De hecho, otros autores también encontraron 
genes de resistencia a tetraciclinas en manzanos o en ensaladas listas para el consumo 
(Schnabel y Jones, 1999; Campos, 2013). Una de las posibles causas, según estos autores, 
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que podría explicar la presencia de genes tet en las muestras podría ser la contaminación 
por manipulación. Los elevados recuentos observados en los preparados infantiles también 
podrían deberse a la presencia de residuos de tetraciclinas y la transmisión de genes de 
resistencia a cultivos vegetales por distintas vías como el uso de estiércol, aguas residuales 
o aguas superficiales y de riego (Khachatourians, 1998; Phillips y col., 2004; McGowan, 
2007). Por lo tanto, los vegetales podrían servir como vía de transmisión de bacterias 
resistentes a antimicrobianos a los consumidores (Vidaver, 2002). 
La cantidad de residuos de tetraciclinas en los preparados infantiles se analizó 
mediante un ensayo tipo ELISA para conocer la relación entre estos y la resistencia 
bacteriana a tetraciclina. El resultado mostró que no existe correlación entre estos 
parámetros, aunque sí se observó que muestras con ciertas cantidades de residuos también 
contenían genes de resistencia, del mismo modo que cuando no se detectó la presencia de 
estos genes tampoco de detectó la presencia de residuos. En este trabajo se ha usado un 
método de cribado para probar esta relación pero, a pesar de las ventajas que ofrecen esta 
técnica, como el coste o la velocidad de análisis, los resultados podrían ser más precisos 
usando métodos de confirmación. Estos pueden evaluar de forma más específica una 
molécula concreta, en comparación con el test receptor usado en este ensayo, que 
cuantifica varias sustancias al mismo tiempos sin poder conocer la cantidad de cada una de 
ellas por separado.  	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7.1 Conclusiones generales 
 
En este trabajo se ha diseñado un método robusto y eficaz, capaz de detectar y 
cuantificar de forma directa, rápida, sensible y específica dos de los genes de resistencia a 
tetraciclina más frecuentes en microorganimos gram negativos, tet(A) y tet(B), lo cual 
puede servir como herramienta de control para estos genes en la industria alimentaria, 
especialmente en aquellas donde la contaminación por bacterias entéricas sea frecuente, 
como puede ser la industria cárnica. 
 
7.2 Conclusiones específicas 
 
1. Los kits de cebadores y sondas Taqman diseñados a partir de las secuencias 
genéticas de los genes tet(A) y tet(B), para su uso mediante la RT-qPCR, resultaron ser 
específicos y eficaces para la detección de ambos genes. 
2. El método desarrollado en este trabajo constituye una herramienta rápida, 
específica, sensible y precisa para monitorizar la cantidad de bacterias portadoras de los 
genes de resistencia a tetraciclina, tet(A) y tet(B), en alimentos, especialmente en aves de 
corral. Debido a su especificidad, esta herramienta también es útil para el estudio de la 
distribución de los genes de resistencia a tetraciclina en animales productores de alimentos. 
3. Una vez comparados los recuentos microbiológicos, especialmente de 
enterobacterias resistentes, con los recuentos obtenidos por RT-qPCR, se constató que el 
método desarrollado en esta tesis doctoral es un método válido y útil para cuantificar 




4. De manera general existe el convencimiento de que la carne ecológica es más 
saludable que la convencional. Sin embargo, dada la ausencia de diferencias significativas 
entre los recuentos microbiológicos obtenidos en ambos tipos de carne, no se puede 
concluir que, para los parámetros de estudio, dicha afirmación sea correcta.  
5. Los resultados obtenidos sugieren que los genes tet están ampliamente 
distribuidos en la naturaleza y, por tanto, es fácil encontrarlos en alimentos de origen 
animal, incluyendo los ecológicos, los cuales provienen de animales para cuya producción 
el uso de agentes antimicrobianos está seriamente restringido. 
6. Los genes tet(A) y tet(B) se detectaron tanto en preparados infantiles ecológicos 
como convencionales, por lo que su presencia parece ser independiente del método de cría 
de los animales. 
7. La presencia de residuos de tetraciclinas en los distintos tipos de carne y 
preparados infantiles, tanto convencionales como ecológicos, conduce a pensar que estos 
fármacos se usan con frecuencia, lo que, a su vez, se ve reforzado con la presencia de 
genes de resistencia a tetraciclina.  





	   169	  
Aarestrup, F.M., (2005) Veterinary drug usage and antimicrobial resistance in 
bacteria of animal origin. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, 96: 271-281.  
Agerso, Y., Wulff, G., Vaclavik, E., Halling-Sorensen, B., Jensen, L. (2006) Effect 
of tetracycline residues in pig manure slurry on tetracycline-resistant bacteria and 
resistance gene tet(M) in soil microcosms. Environment International, 32(7): 876-882. 
Anthony, F., Acar, J., Franklin, A., Gupta, R., Nicholls, T., Yamura, S., Thompson, 
S., Threlfall, E. J., Vose, D., Van Yuuren, M., White, D. G. (2001) Antimicrobial 
resistance: responsible and prudent use of antimicrobial agents in veterinary medicine. 
Revue Scientifique Technique-Office International des Epizooties, 20: 829-839. 
Bailey, J., Cosby, D. (2005) Salmonella prevalence in free-range and certified 
organic chickens. Journal of Food Protection 68: 2451-2453. 
Bartholomai, A. (1991) Fábricas de alimentos. Ed. Acribia. Zaragoza (España). 
Bryan, A., Shapir, N., Sadowsky M. J. (2004) Frequency and distribution of 
tetracycline resistance genes in genetically diverse, nonselected, and nonclinical 
Escherichia coli strains isolated from diverse human and animal sources. Applied and 
Environmental Microbiology, 70: 2503-2507. 
Campos, J., Mourão, J., Pestana, N., Peixe, L., Novais, C., Antunes, P. (2013) 
Microbiological quality of ready-to-eat salads: An underestimated vehicle of bacteria and 
clinically relevant antibiotic resistance genes. International Journal of Food Microbiology, 
166: 464-470. 
Chopra, I., Roberts, M. (2001) Tetracycline antibiotics: mode of action, 
applications, molecular biology, and epidemiology of bacterial resistance. Microbiology 




Codex Alimentarius (2010) Informe de la cuarta reunión del grupo de acción 
intergubernamental especial del Codex sobre la resistencia a los antimicrobianos. 
(REP11/AMR). Muju (República de Corea).  
Codex Alimentarius (2011) Documento: CAC/GL 77-2011. Sitio web: 
http://www.codexalimentarius.org/input/download/standards/11776/CXG_077s.pdf  
Fecha acceso: 3 de junio de 2013. 
Collignon, P., Powers, J. H., Chiller, T. M., Aidara-Kane, A., Aarestrup, F. M. 
(2009) World Health Organization ranking of antimicrobials according to their importance 
in human medicine: A critical step for developing risk management strategies for the use 
of antimicrobials in food production animals. Clinical Infectious Diseases, 49: 132-141. 
Comisión Europea. Agricultura ecológica (2013). Sitio web: 
 http://ec.europa.eu/agriculture/organic/organic-farming/what-organic_es  
Fecha de acceso: 1 de septiembre de 2013. 
Costa, J. (2004) Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real. 
Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, 22(5): 299-305. 
Cubas, C. D. (2005) Actualización en la terapéutica de las discromías dentales: 
tetraciclinas. Ed. Vison Net. Madrid (España). 
Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme 
(DANMAP) (2009) Use of antimicrobial agents and occurrence of antimicrobial resistance 
in bacteria from food animals, foods and humans in Denmark.  
Daza Pérez, R. M. (1998) Resistencia a antimicrobianos: su importancia en la toma 
de decisiones en la práctica diaria. Información terapéutica del Sistema Nacional de Salud, 
22(3): 57-67. 
Bibliografía 
	   171	  
Díaz-Cruz, M. S., Barceló, D. (2006) Determination of antimicrobial residues and 
metabolites in the aquatic environment by liquid chromatography tandem mass 
spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 386: 973–998.  
Dinh, Q. T., Alliot, F., Moreau-Guigon, E., Eurin, J., Chevreuil, M., Labadie, P. 
(2011) Measurement of trace levels of antibiotics in river water using on-line enrichment 
and triple-quadrupole LC-MS/MS. Talanta, 85: 1238–1245.  
Directiva 2006/125/CE de la Comisión de 5 de diciembre de 2006 relativa a los 
alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para lactantes y niños de 
corta edad. Diario Oficial de la Unión Europea, 6.12.2006, L339/16. 
Directrices para el análisis de riesgos de resistencia a los antimicrobianos 





Fecha de acceso: 6 de agosto de 2013. 
Elizaquível, P., Chenoll, E., Aznar, R. (2008) A TaqMan-based real-time PCR 
assay for the specific detection and quantification of Leuconostoc mesenteroides in meat 
products. FEMS Microbiology Letters, 278: 62-71. 
Enne, V., Livermore, D., Stephens, P., Hall, L. (2001) Persistence of sulphonamide 
resistance in Escherichia coli in the UK despite national prescribing restriction. Lancet, 
357: 1325-1328. 
European Medicines Agency (EMA) (2010) Sales of veterinary antimicrobial 
agents in 19 EU/EEA countries in 2010. London, United Kingdom. 
Bibliografía	  
	  172	  
Falkow S. (1975) Infectious Multiple Drug Resistance. Pion Limited, London. 
Fan, W., Hamilton, T., Webster-Sesay, S., Nikolich, M.P., Lindler, L.E. (2007) 
Multiplex real-time SYBR Green IPCR assay for detection of tetracycline efflux genes of 
Gram-negative bacteria. Molecular and cellular probes, 21: 245-256.  
Fernández, M., del Río, B., Linares, D. M., Martín, M. C., Álvarez, M. A. (2006) 
Real-time polymerase chain reaction for quantitative detection of histamine-producing 
bacteria: Use in cheese production. Journal of Dairy Science, 89: 3763-3769.  
Fonseca Mendoza, D., Mateus Arbeláez, H., Contreras Bravo, N. (2010). PCR 
cuantitativa en tiempo real. Prácticas de laboratorio de biología molecular: su aplicación 
en genética básica. 1ª ed. Ed. Universidad del Rosario. Bogotá (Colombia). 
Forbes, B., Sahm, D. F., Weissfeld, A. S. (2009) Principios de la actividad de los 
agentes antimicrobianos. Bailey and Scott, Diagnóstico microbiológico, 12ª ed. Ed. Médica 
Panamericana, S.A. Madrid (España). 
Griggs, D. J., Johnson, M. M., Frost J. A., Humphrey, T., Jørgensen, F., Piddock, 
L. K. V. (2005) Incidence and mechanism of ciprofloxacin resistance in Campylobacter 
spp. isolated from comercial poultry flocks in the United Kingdom before, during and after 
fluoroquinolone treatment. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49(2): 699-707. 
Higuchi, R., Fockler, C., Dollinger, G., Watson, R. (1993) Kinetic PCR analysis — 
Real-time monitoring of DNA amplification reactions. Biotechnology, 11: 1026–1030. 
Hölzel, C. S., Huther S. K., Schwaiger, K., Kaempf, P., Bauer, J. (2011) Quantity 
of the tetracycline resistance gene tet(M) differs substantially between meat at 
slaughterhouses and at retail. Journal of Food Science, 76: 318-323. 
Jay, J.M., Loessner, M.J., Golden, D.A. (2005). Processed meats and seafoods, In 
Springer Science Busniness Media, Inc. (Ed.), pp. 101-124.  
Bibliografía 
	   173	  
Jones, C. H., Tuckman, M., Murphy, E., Bradford, P. A. (2006). Identification and 
sequence of a tet(M) tetracycline resistance determinant homologue in clinical isolates of 
Escherichia coli. Journal of Bacteriology, 188: 7151-7164.  
Jouini, A., Ben Slama, K., Saenz, Y., Klibi, N., Costa, D., Vinue, L., Zarazaga, M., 
Boudabous, A., Torres, C., (2009) Detection of multiple-antimicrobial resistance and 
characterization of the implicated genes in Escherichia coli isolates from foods of animal 
origin in Tunis. Journal of Food Protection, 72: 1082-1088. 
Kangethe, E. K.; Gathuma, J. M.; Lindqvist, K. J. (1986) Identification of the 
species of origin of fresh, cooked and canned meat and meat products using antisera to 
termostable muscle antigens by Ouchterlony´s double diffusion test. Journal of the Science 
of Food and Agriculture, 37: 157-164. 
Kemper, N. (2008) Veterinary antibiotics in the aquatic and terrestrial environment. 
Ecological Indicators, 8: 1-13.  
Kesmen, Z., Yetiman, A. E., Sahin, F., Yetim, H. (2012) Detection of chicken and 
turkey meat in meat mixtures by using real-time PCR assays. Journal of Food Science, 
77(2): 167-173.  
Khachatourians, G. (1998) Agricultural use of antibiotics and the evolution and 
transfer of antibiotic-resistant bacteria. Canadian Medical Association Journal,  
159(9): 1129-1136. 
Khachatryan, A., Hancock, D., Besser, T. and Call, D. (2004) Role of calf-adapted 
Escherichia coli in maintenance of antimicrobial drug resistance in dairy calves. Applied 
and Environmental Microbiology, 70: 752-757. 
Koike, S., Krapac, I. G., Oliver, H. D., Yannarell, A. C., Chee-Sandford, J. C., 
Aminov, R. I., Mackie, R. I. (2007) Monitoring and source tracking of tetracycline 
Bibliografía	  
	  174	  
resistance genes in lagoons and groundwater adjacent to swine production facilities over a 
3-year period. Applied and Environmental Microbiology, 7(15): 4813-1823. 
Kools, S. A. E., Moltmann, J. F., Knacker, T. (2008). Estimating the use of 
veterinary medicines in the European Union. Regulatory Toxicology and Pharmacology, 
50: 59-65. 
Lanz, R., Kuhnert, P., Boerlin, P. (2003). Antimicrobial resistance and resistance 
gene determinants in clinical Escherichia coli from different animal species in 
Switzerland. Veterinary Microbiology, 91: 73-84.  
Latham, M. C. (2002) Composición corporal, funciones de los alimentos, 
metabolismo y energía. Nutrición humana en el mundo en desarrollo. Colección FAO: 
Alimentación y nutrición, nº 29. FAO. Roma (Italia). 
Levy, S.B. (1998). Multidrug resistance - A sign of the times. New England 
Journal of Medicine, 338: 1376-1378.  
Lilley, A. (2000) Farmacología en enfermería. 2ª ed. Ed. Harcourt S.A., Madrid 
(España). 
Magkos, F., Arvaniti, F., Zampelas, A. (2006) Organic food: Buying more safety or 
just peace of mind? A critical review of the literature. Critical Reviews in Food Science 
and Nutrition, 46: 23-56. 
McGowan, E. (2007) Comment on "Antibiotic resistance genes as emerging 
contaminants: Studies in Northern Colorado". Environmental Science and Technology 
41(7): 2651-2652. 
McPherson, M., Møller, S. (2006) Understanding PCR. PCR. 2ª edición. Ed.: 
Taylor & Francis Group. pp. 9-20. 
Bibliografía 
	   175	  
Michalova, E., Novotna, P., Schlegelova, J. (2004) Tetracyclines in veterinary 
medicine and bacterial resistance to them. Veterinary Medicine – Czech Republic, 49(3): 
79–100. 
Ministerio de agricultura, alimentación y medio ambiente (MAGRAMA) (2012). 
Agricultura ecológica. Estadísticas 2011. Sitio web: 
http://www.magrama.gob.es/es/alimentacion/temas/la-agricultura-
ecologica/INFORME_NACIONAL_2011_190912_tcm7-220494.pdf 
Fecha de acceso: 12 de agosto de 2013. 
Ministerio de agricultura, alimentación y medio ambiente (MAGRAMA) (2013). 
La agricultura ecológica en España. Sitio web: 
http://www.magrama.gob.es/es/alimentacion/temas/la-agricultura-ecologica/default.aspx 
Fecha de acceso: 25 de agosto de 2013. 
Miranda, J. M., Guarddon, M., Mondragón, A., Vázquez, B. I., Fente, C. A., 
Cepeda, A., Franco, C. M. (2007) Antimicrobial resistance in Enterococcus spp. strains 
isolated from organic chicken, conventional chicken, and turkey meat: A comparative 
survey. Journal of Food Protection, 70: 1021-1024. 
Miranda, J. M., Guarddon, M., Vázquez, B. I., Fente, C. A., Barros-Velázquez, J., 
Cepeda, A., Franco, C. M., (2008). Antimicrobial resistance in Enterobacteriaceae strains 
isolated from organic chicken, conventional chicken and conventional turkey meat: A 
comparative survey. Food Control, 19: 412-416.  
Miranda, J. M., Mondragon, A., Vázquez, B. I., Fente, C. A., Cepeda, A., Franco, 
C. M. (2009) Influence of farming methods on microbiological contamination and 




Moulin, G., Cavalié, P., Pellanne, I., Chevance, A., Laval, A., Millemann, Y., 
Colin, P., Chauvin, C. (2008) A comparison of antimicrobial usage in human and 
veterinary medicine in France from 1999 to 2005. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 
62: 617–625. 
Nunnery, J., Angulo, F. J., Tollefson, L. (2006) Public health and policy. 
Preventive Veterinary Medicine, 73: 191-195. 
Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (2013). 
Fuentes de carne. Sitio web: 
http://www.fao.org/ag/againfo/themes/es/meat/backgr_sources.html 
Fecha de acceso: 8 de agosto de 2013. 
Organización Mundial de la Salud (OMS) (2012). Resistencia a los antimicrobianos 
(RAM). Nota descriptiva Nº 194. Sitio web: 
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs194/es/index.html 
Fecha de acceso: 1 de agosto de 2013. 
Parida, R. K., Nayak, J. R., Biswal, B., Karna, N. (2010) Glycylcyclines – the new 
class of antimicrobial. Der Pharmacia Lettre, 2, 180-185. 
Pastor Navarro, N. (2011) Tesis doctoral “Síntesis de inmunorreactivos para la 
determinación de sulfonamidas y tetraciclinas en alimentos”. Presentada en la Universidad 
politécnica de Valencia. España. 
Pedersen, K., Wedderkopp., A. (2003) Resistance to quinolones in Campylobacter 
jejuni and Campylobacter coli from Danish broilers at farm level. Journal of Applied 
Microbiology, 94(1): 111-119. 
Pennacchia, C., Ercolini, D., Villani, F. (2009). Development of a Real-Time PCR 
assay for the specific detection of Brochothrix thermosphacta in fresh and spoiled raw 
Bibliografía 
	   177	  
meat. International Journal of Food Microbiology, 134, 230-236.  
Pérez-Trallero, E., Iglesias, L. (2003) Tetraciclinas, sulfamidas y metronidazol. 
Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, 21(9):520-9. 
Phillips, I., Casewell, M., Cox, T., De Groot, B., Friis, C., Jones, R., Nightingale, 
C., Preston, R., Waddell, J. (2004) Does the use of antibiotics in food animals pose a risk 
to human health? A critical review of published data. Journal of Antimicrobial 
Chemotherapy, 53(1):28-52. 
Prescott, J. F., Baggot, J. D., Walker, R. D. (2000) Antimicrobial therapy in 
veterinary medicine. 3rd edition. Ed.: Wiley. Iowa State University Press, Ames. p. 277. 
Puppini, B., Tamburlini, F., Persic, L. And Paleologo, P (2008). SuperscreenTetra, 
an enzyme-receptor assay for high troughput detection of tetracyclines in foodstuffs. Poster 
presentation at 122nd AOAC Annual meeting & exposition. Dallas, Texas, USA. 
Red Internacional de Autoridades en Materia de Inocuidad de los Alimentos 
(INFOSAN) (2008). Nota informativa nº 2/2008. Resistencia a los antimicrobianos 
transferida por animales productores de alimentos. 
Reglamento (CE) nº 1831/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de 
septiembre de 2003 sobre los aditivos en la alimentación animal. Diario Oficial de la 
Unión Europea, 18.10.2003, L268/29. 
Reglamento (CE) nº 470/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo de 6 de mayo 
de 2009 por el que se establecen procedimientos comunitarios para la fijación de los 
límites de residuos de las sustancias farmacológicamente activas en los alimentos de origen 
animal, se deroga el Reglamento (CEE) nº 2377/90 del Consejo y se modifican la Directiva 
2001/82/CE del Parlamento Europeo y del Consejo y el Reglamento (CE) nº 726/2004 del 




Reglamento (CE) nº 834/2007 del Consejo de 28 de junio de 2007 sobre 
producción y etiquetado de los productos ecológicos y por el que se deroga el Reglamento 
(CEE) nº 2092/91. Diario Oficial de la Unión Europea, 20.7.2007, L189/1. 
Reglamento (CE) nº 889/2008 de la Comisión de 5 de septiembre de 2008 por el 
que se establecen disposiciones de aplicación del Reglamento (CE) nº 834/2007 del 
Consejo sobre producción y etiquetado de los productos ecológicos, con respecto a la 
producción ecológica, su etiquetado y su control. Diario Oficial de la Unión Europea, 
18.9.2008, L250/1. 
Reglamento (UE) nº 271/2010 de la Comisión de 24 de marzo de 2010 que 
modifica el Reglamento (CE) nº 889/2008 por el que se establecen disposiciones de 
aplicación del Reglamento (CE) nº 834/2007 del Consejo, en lo que atañe al logotipo de 
producción ecológica de la Unión Europea. Diario Oficial de la Unión Europea, 
31.3.2010, L84/19. 
Reglamento (UE) nº 37/2010 de la Comisión de 22 de diciembre de 2009 relativo a 
las sustancias farmacológicamente activas y su clasificación por lo que se refiere a los 
límites máximos de residuos en los productos alimenticios de origen animal. Diario Oficial 
de la Unión Europea, 20.1.2010, L15/1. 
Roberts, M. C. (2005) Update on acquired tetracycline resistance genes. FEMS 
Microbiology Letters, 245, 195-203. 
Rodríguez, M. A., García, T., González, I., Asensio, L., Hernández, P. E., Martín, 
R. (2003) PCR cuantitativo en tiempo real (I): una nueva herramienta para evaluar la 
calidad y seguridad de los alimentos. Eurocarne, 115, 1-12. 
Bibliografía 
	   179	  
Sato, K., Bennedsgaard, T., Bartlett, P., Erskine, R., Kaneene, J. (2004) 
Comparison of antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus isolated from bulk 
tank milk in organic and conventional dairy herds in the midwestern United States and 
Denmark. Journal of Food Protection 67(6):1104-10. 
Schnabel, E., Jones, A. (1999) Distribution of tetracycline resistance genes and 
transposons among phylloplane bacteria in Michigan apple orchards. Applied and 
Environmental Microbiology, 65:4898-4907. 
Schwaiger, K., Hölzel, C., Bauer, J., (2010) Resistance gene patterns of tetracycline 
resistant Escherichia coli of human and porcine origin. Veterinary Microbiology.  
142: 329-336. 
Sengeløv, G., Halling-Sorensen, B., Aarestrup, F. (2003) Susceptibility of 
Escherichia coli and Enterococcus faecium isolated from pigs and broiler chickens to 
tetracycline degradation products and distribution of tetracycline resistance determinants in 
E-coli from food animals. Veterinary Microbiology, 95: 91-101. 
Shea, K., Florini, K., Barlam, T. (2001) Executive summary. En: When wonder 
drugs don’t work. 2ª ed. Ed.: Enviromental defense. Washington, DC., (EE.UU.), pp. 1-39. 
Smith, J. L., Drum, D. J. V., Dai, Y., Kim, J. M., Sanchez, S., Maurer, J. J., 
Hofacre, C. L., Lee, M. D. (2007) Impact of antimicrobial usage on antimicrobial 
resistance in commensal Escherichia coli strains colonizing broiler chickens. Applied and 
Environmental Microbiology, 73: 1404-1414.  
Thomas, C. M., Nielsen, K. M. (2005) Mechanisms of, and barriers to, horizontal 
gene transfer between bacteria. Nature Reviews Microbiology, 3(9):711-21. 
Tollefson, L., Karp, B. E. (2004) Human health impact from antimicrobial use in 
food animals. Medecine et Maladies Infectieuses, 34: 514-521.  
Bibliografía	  
	  180	  
Trasande, L., Blustein, J., Liu, M., Corwin, E., Cox, L. M., Blaser, J. M. (2012) 
Infant antibiotic exposures and early-life body mass. International Journal of Obesity, 1-8. 
Tsankov, N., Broshtilova, V., Kazandjieva, J. (2003) Tetracyclines in dermatology. 
Clinics in Dermatology, 21: 33–39. 
Vadillo, S. (2002) Manual de microbiología veterinaria. 1ª ed. Ed. McGraw-Hill/ 
Interamericana de España. España, pp.133-144. 
Vicente, D., Pérez-Trallero, E. (2010) Tetraciclinas, sulfamidas y metronidazol. 
Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, 28: 122-130. 
Vidaver, A. (2002) Uses of antimicrobials in plant agriculture. Clinical Infectious 
Disease, 34(Suppl 3): S107–110. 
Vignoli, R., Seija, V. (2006) Principales mecanismos de resistencia antibiótica. 
Temas de bacteriología y Virología. 2ª edición. Ed.: Oficina del libro FEFMUR. Instituto 
de Higiene, Montevideo (Uruguay) pp. 649- 662. 
Watanabe, T. (1963) Infectious heredity of multiple drug resistance in bacteria. 
Bacteriological Reviews, 27: 87–115. 
Watson, J. D., Gilman, M., Witkowski, J., Zoller, M. (1992) The polymerase chain 
reaction. Recombinant DNA, 2ª edición. Ed.: Scientific American Books, EE.UU.,  
pp. 79-95. 
Young, I., Rajic, A., Wilhelm, B. J., Waddell, L., Parker, S. McEwen, S. A. (2009) 
Comparison of the prevalence of bacterial enteropathogens, potentially zoonotic bacteria 
and bacterial resistance to antimicrobials in organic and conventional poultry, swine and 
beef production: a systematic review and meta-analysis. Epidemiology and Infection,  
137: 1217-1232. 
	  	  
 
